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ABSTRAKT

V ramci preklinického vyzkumu farmakoterapie Alzheimerovy nemoci je v soucasnosti
vénovana pozornost multipotentnim sloucenindm, umoznujicim intenzifikaci wU¢inku
zasazenim vice patofyziologickych mechanismi. Prace se proto zabyvala posouzenim
ucinnosti multipotentnich slouc¢enin a kombinované aplikace v modelech kognitivniho
deficitu u potkana. Spoleénym mechanismem ucinku testovanych latek byla modulace
neurotransmiterovych systémi. Cilem prvni ¢asti prace bylo porovnani ucinku
experimentalni monoterapie a kombinované terapie antagonistou N-methyl-D-aspartatovych
(NMDA) receptorii a pozitivnim moduldtorem receptori pro kyselinu y-aminomaselnou
typu A (GABAA) v modelu vyvolaném trimethylcinem. Superiorita kombinované terapie
byla prokéazana histologickou analyzou hipokampalni neurodegenerace, ale v kognitivnim
testu nedosahla statistické signifikance. Predmétem zbyvajici ¢asti prace byly multipotentni
derivaty takrinu. Prokdzali jsme pozitivni efekt dimeru 6-chlorotakrinu a 6-
nitrobenzothiazolu a dale dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu, ptsobicich také jako
inhibitory acetylcholinesterazy, v modelu kognitivniho deficitu vyvolaném skopolaminem.
V ptipadé jinych takrinovych derivat piisobicich také jako antagonist¢ NMDA receptort
jsme prokéazali nizké riziko zévaznych nezddoucich uc€inkid, coZz opraviluje zahajeni
preklinickych testi i€innosti. Pozitivni vysledky provedenych experimentii jsou podnétem

k dalS$imu vyzkumu 0¢ink testovanych typl latek v modelech Alzheimerovy nemoci.

Kli¢ova slova: Alzheimerova nemoc, animalni modely, antagonist¢ NMDA receptort,
behavioralni farmakologie, demence, inhibitory acetylcholinesterazy, kognitivni deficit,

kombinovana terapie, multipotentni slouc¢eniny, multi-target-directed ligandy, takrin.



ABSTRACT

In preclinical research on Alzheimer’s disease pharmacotherapy, attention is paid to
multipotent compounds, enabling intensification of the effect by targeting multiple
pathophysiological mechanisms. The aim of the thesis was to assess the effect of multipotent
compounds and combination therapy in models of cognitive deficit in the rat. The
mechanism of action of the tested compounds was modulation of neurotransmitter systems.
The aim of the first part of the study was to compare the effect of experimental monotherapy
and combination therapy with an N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor antagonist and a
y-aminobutyric acid type A (GABAAa) receptor positive modulator in the trimethyltin-
induced model. Superiority of the combination therapy was proven by histological analysis
of hippocampal neurodegeneration; however, it did not reach statistical significance in the
cognitive test. The other part of the thesis focused on multipotent tacrine derivatives. We
demonstrated a positive effect of 6-chlorotacrine-6-nitrobenzothiazole hybrid, as well as 6-
chlorotacrine-L-tryptophan hybrid, acting as acetylcholinesterase inhibitors, in the
scopolamine-induced model of cognitive deficit. Besides, we demonstrated a low risk of
serious side effects of other tacrine derivatives acting as NMDA receptor antagonists. This
finding justifies initiation of preclinical efficacy studies. The positive results prompt further

research on the effects of the tested compounds in Alzheimer’s disease models.

Key words: acetylcholinesterase inhibitor, Alzheimer’s disease, animal models, behavioral
pharmacology, dementia, cognitive deficit, combination therapy, multipotent compounds,

multi-target-directed ligands, NMDA receptor antagonist, tacrine.



SEZNAM ZKRATEK

ABAD alkoholdehydrogenaza vazajici amyloid beta (z angl. amyloid beta-
binding alcohol dehydrogenase)

AD Alzheimerova nemoc (z angl. Alzheimer’s disease)

AChE acetylcholinesteraza

ANOVA analyza rozptylu

APP amyloidovy prekurzorovy protein

BChE butyrylcholinesteraza

CAl cornu Ammonis 1 (hipokampalni oblast)

CA2/3 cornu Ammonis 2 a 3 (hipokampalni oblast)

CA3 cornu Ammonis 3 (hipokampalni oblast)

CNS centralni nervovy systém

DMSO dimethylsulfoxid

FYZ fyziologicky roztok (oznaceni experimentalni skupiny zvifat)

GABA kyselina y-aminoméaselna

GABAA receptor receptor typu A pro kyselinu y-aminomaselnou
GABAgreceptor receptor typu B pro kyselinu y-aminoméselnou

GFAP glialni fibrilarni kysely protein (z angl. glial fibrillary acidic protein)

GluN2A podjednotka NMDA receptoru — typ A

GluN2B podjednotka NMDA receptoru — typ B

icov intracerebroventrikularni

ICso koncentrace testovaného inhibitoru potfebna k inhibici dané¢ho
biologického procesu o 50 %

ip. intraperitonealni

MK-801 dizocilpin

MTDL multi-target-directed ligand

MWM Morrisovo vodni bludisté (z angl. Morris water maze)

NMDA receptor N-methyl-D-aspartatovy receptor

nNOS neuronalni forma NO syntazy

PBS fostatovy pufr obohaceny o soli (z angl. phosphate-buffered saline)

SEM sttedni chyba praméru

SKOP skopolamin (oznaceni experimentalni skupiny zvitat)

S-K1035 dimer 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu spojeny Sesti¢lennym uhlikovym
fetézcem (oznaceni dle (Chalupova et al., 2019))

T™T trimethylcin

10w dimer 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu spojeny tficlennym

uhlikovym fetézcem (oznaceni dle (Nepovimova et al., 2021))
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1 LITERARNI PREHLED

1.1 Demence

Demence je souhrnny nazev pro skupinu organickych psychickych poruch
charakterizovanych naruSenim kognitivnich funkci. Projevuje se naruSenim paméti
doprovazenym nckterymi dal§imi kognitivnimi poruchami: afazii, apraxii, agnozii nebo
narusenim exekutivnich funkci (Wetherell and Jeste, 2003). Progresivni kognitivni deficit
ma zasadni vliv na kvalitu Zivota pacientll, kteti se postupné stavaji zavislymi na péci okoli,
coz predstavuje znacnou zatéz pro zdravotnictvi i rodiny pacientll. Pfes enormni pozornost
vénovanou vyzkumu téchto onemocnéni jsou znalosti v oblastech etiopatogeneze, v€asné
diagnostiky, prevence a terapie stile omezené. Vzhledem k naristu prevalence demenci
socioekonomicky problém (Cunningham et al., 2015; Holmes and Amin, 2020). Nejcastéjsi
pfi¢inou demence je Alzheimerova nemoc (Alzheimer’s disease, AD), nasledovana
vaskuldrni demenci, demenci s Lewyho télisky a frontotemporalni demenci. Vétsina téchto
onemocnéni je asociovadna s patologickou agregaci proteinti (Cunningham et al., 2015).

V této praci bude vénovana pozornost AD, a to jeji ¢astéjsi sporadické formé.

1.2 Alzheimerova nemoc

AD je charakterizovana progresivni neurodegeneraci a ztratou kognitivnich funkeci. Existuji
dvé formy AD: familiarni a sporadickd. Familidrni forma vznika v disledku autozomalné
dominantni mutace geni pro amyloidovy prekurzorovy protein (APP), presenilin 1 ¢i
presenilin 2 a ¢asto se manifestuje i v mladsich vékovych skupinach (pod 65 let). Prevaznou
vétSinu (ptiblizn€ 95 %) ptipadi AD vsak tvoti forma sporadicka, kterd ma stejné klinické
projevy, ale nastupuje spiSe ve vyS$im véku (nad 65 let) a jeji vznik je podstatné méné
objasnén; pravdépodobné k nému piispiva vice environmentéalnich a genetickych faktort

(v€. nositelstvi alely epsilon 4 pro apolipoprotein E) (Liu et al., 2019; Piaceri et al., 2013).

Projevim AD ptedchazi dlouhd preklinicka faze. U symptomatické choroby se rozliSuje
lehké, stfedni a tézké stadium AD. Nastup ptiznakl je vétSinou plizivy. V lehkém stadiu
byva nejvyraznéj$im piiznakem naruSeni kratkodobé paméti, ptipadné i exekutivnich funkei
a obcCasna prostorova nebo Casova dezorientace, obtizna formulace vét. Z behaviordlnich
symptomu muze byt pfitomna apatie nebo depresivni ptiznaky. Ve stfednim stadiu se pokles

kognitivnich funkci prohlubuje. Naruseni exekutivnich funkci, snizend schopnost
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zapamatovani nového a dezorientace i ve znamém prostiedi omezuji zvladani kazdodennich
¢innosti. Behaviordlni symptomy mohou zahrnovat halucinace, bludy, agitovanost, naruSeni
cyklu spanku a bdéni. Tézké stadium doprovazi ztrata témeét vSech kognitivnich funkci,
omezeni feci, inkontinence a celkové chfadnuti a mnohdy upoutdni na lizko. Pacient se stava

zcela zavislym na péci okoli (Tarawneh and Holtzman, 2012).

Diagnostika je v praxi zalozena pfedevsim na klinické evaluaci kognitivnich funkci pomoci
standardizovanych testti. Pozitivni vysledek spolu s dal§imi kritérii (progresivni pribéh,
vyssi vék) vede k diagndze pravdépodobné AD. Definitivni diagnézu potvrdi az piipadny
histopatologicky ndlez amyloidnich plakd a neurofibrilarnich klubek (tangles) tvofenych
hyperfosforylovanym tau proteinem v limbickych strukturach a kiife (Alves et al., 2012;
Hyman and Trojanowski, 1997; Tarawneh and Holtzman, 2012). Neuritické plaky byly
popséany roku 1907 Aloisem Alzheimerem (Stelzmann et al., 1995) a nezavisle i Oskarem
Fischerem (Goedert, 2009) a je jim pfisuzovana zasadni role v patofyziologii AD (Alves et
al., 2012). Vedle toho byly navrzeny dalsi hypotézy vzniku sporadické AD (Liu et al., 2019).
Dle sou€asnych poznatki je sporadickda AD komplexnim onemocnénim nejasné etiologie,

pfi kterém dochdzi k vice patologickym procesiim, které spolu navzajem interaguji.

V pribéhu AD dochézi k synaptické dysfunkci, snizeni synaptické denzity (Terry et al.,
1991) 1 poctu neurontt v mozkové kuie a hipokampu (Andrade-Moraes et al., 2013).
V disledku toho byla na makroskopické trovni u pacientli s AD popsana atrofie hipokampu
(Peng et al., 2015; Schuff et al., 2009) a mozkové kiry (Lerch et al., 2005). Snizeni poctu
synapsi, (Terry et al., 1991) neuroni (Andrade-Moraes et al., 2013) i objemu hipokampu

(Peng et al., 2015) ptitom koreluje se zavaznosti demence.

1.2.1 Cholinergni hypotéza

Neurotransmiter acetylcholin je syntetizovan cholin acetyltransferazou v nervovych
zakonCenich cholinergnich neuronti, transportovan do vacka a po vylevu do synaptické
Stérbiny vykonava své neuromodulaéni u¢inky v centrdlnim nervovém systému (CNS)
prostfednictvim metabotropnich muskarinovych (M1-M5 subtyp) a ionotropnich
nikotinovych cholinergnich receptorii. Synapticky pfenos je ukoncen hydrolyzou
acetylcholinu cholinesterazami: acetylcholinesterazou (AChE), piipadné
butyrylcholinesterdzou (BChE). Hlavnim zdrojem cholinergni inervace je bazalni piedni
mozek. Cholinergni inervace kiry je zajiSténa neurony projikujicimi z bazéalniho

Meynertova jadra, zatimco cholinergni inervace hipokampu vychazi predevsim
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z medidlniho septdlniho jadra a Brocova diagonalniho svazku (Mesulam, 2004).
Acetylcholin v hipokampu a kiife moduluje synaptickou plasticitu a tedy i procesy uceni
a paméti (Fadda et al., 2000; Flicker et al., 1983; Shinoe et al., 2005). V kiife se acetylcholin
téz ucastni regulace pozornosti (Liu et al., 2018). Vedle svych neuromodula¢nich G¢inkt
v CNS plsobi acetylcholin na periferii jako neurotransmiter v somatomotorickém

a parasympatickém autonomnim nervovém systému (Soukup et al., 2016).

Cholinergni hypotéza vzniku sporadické AD byla navrzena vroce 1976 na zaklad¢
neurochemické studie ukazujici pokles cholinergnich markerti cholin acetyltransferazy
a AChE v hipokampu, kiife a amygdale pacientli s AD (Davies and Maloney, 1976). Déle
bylo prokdzano, ze farmakologickd disrupce cholinergniho syst¢ému muize u zdravych
subjektl vyvolat pfechodny kognitivni deficit, a naopak kognitivni deficit pfitomny ve stari
muze byt nékdy zmirnén podanim latek s cholinomimetickym ucinkem. Tyto poznatky
poukézaly na vyznam dysfunkce cholinergniho systému pfi rozvoji piiznakit AD (Bartus et
al., 1982). U pacienti s AD dochdzi k vyznamné selektivni degeneraci cholinergnich
neurond v bazdlnim Meynertové jadfe (Whitehouse et al., 1982) a nasledné redukci
cholinergni inervace kiry, pfiCemz zejména v temporalni kiife mtze ztrata cholinergnich
axond dosahnout i 85 % (Geula and Mesulam, 1996). Denzita cholinergnich termindl je
snizena 1 v hipokampu (Mesulam et al., 2002). NaruSeni cholinergni neurotransmise
v jednotlivych strukturach rliznou meérou prispiva ke kognitivnimu deficitu v doménach
pameéti, pozornosti a grafomotoriky a k nékterym behavioralnim ptiznakim AD (Minger et
al., 2000; Pappas et al., 2000). PoruSeni integrity cholinergnich struktur bazalniho pfedniho
mozku byla prokézano jiZ u pacientli s mirnou kognitivni poruchou, ktera rozvoji AD ¢asto

predchazi (Grothe et al., 2010).

V pribéhu AD dozndva zmén 1 exprese a funkce cholinesteraz. Za normalnich okolnosti
predstavuje AChE enzym primarn¢€ zodpovédny za hydrolyzu acetylcholinu (Hartmann et
al., 2007), pfitomny presynapticky na axonech cholinergnich neuronti a postsynapticky na
télech cholinoceptivnich neuronti zejména v kiife a hipokampu (Mesulam et al., 2002).
BChE je rovnéZ pfitomna v téchto cholinergné inervovanych strukturach, ale za
fyziologickych podminek je v porovnani s AChE méné abundantni a pravdépodobné se
naléza i na gliovych bunkdch (Mesulam et al., 2002). Fyziologicka role BChE je méné
objasnéna. BChE muze hydrolyzovat acetylcholin a pravdépodobné pievzit roli AChE
zejména v situacich, kdy je tato depletovana (Hartmann et al., 2007; Mesulam et al., 2002).
K tomu by mohlo dochézet i za patologickych podminek v ptipadé AD (Wu et al., 2017),
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jelikoz u pacientli s AD bylo popsano snizeni aktivity AChE v hipokampu a kiife (Ciro et
al., 2012; Perry et al., 1978), zatimco aktivita BChE tamtéz je nezménéna ¢i mirné€ zvySena

(Ciro et al., 2012; Perry et al., 1978).

Pozd¢jsi formulace dalSich hypotéz vzniku AD, zejména v soucasné dobé uznavané
amyloidni hypotézy, vedla k pfehodnoceni role cholinergni dysfunkce v patofyziologii AD.
V soucasné dobé¢ jiz neni cholinergni dysfunkce povazovana za primarni patogeneticky
faktor, ale spiSe za disledek pisobeni amyloidu; pfesto vSak hraje vyznamnou roli
a nezanedbatelnou mérou piispiva ke kognitivnimu deficitu (Mesulam, 2004). U pacientil
s AD byla v cholinergnich neuronech bazalniho pfedniho mozku prokazana kumulace
oligomert amyloidu beta (Baker-Nigh et al., 2015) a dle vysledkt preklinickych studii by
pravé amyloid mohl byt pfi¢inou naruSeni cholinergni neurotransmise a degenerace
cholinergnich neuronti u AD (Kelly et al., 1996; Nyakas et al., 2011). Vysledky experimentii
in vitro zaroven naznacuji, Ze aktivace cholinergnich receptorti miiZze chrénit neurony pied
toxickymi U¢inky amyloidu beta (Gu et al., 2003; Kihara et al., 1997), omezovat jeho vznik
(Nitsch et al., 1992) a snizovat fosforylaci tau (Sadot et al., 1996). Lze se proto domnivat,
ze dysfunkce cholinergniho systému vznikld v dasledku ptisobeni amyloidu muze nadale

prispivat k prohlubovani patologii spojenych s amyloidem beta a tau proteinem.

Dalsi zajimavou interakci cholinergniho systému a amyloidnich patologii u AD je urychleni
agregace amyloidu beta pisobenim AChE. AChE je v mozcich pacientl trpicich AD
kolokalizovana s amyloidnimi plaky a neurofibrilarnimi klubky (Carson et al., 1991) a mize
prostfednictvim svého periferniho anionického mista interagovat s amyloidem beta, navodit
jeho konformacni zménu (Inestrosa et al., 1996) a tim urychlovat agregaci amyloidu
(Bartolini et al., 2003; Inestrosa et al., 1996). Toxické ucinky komplexit AChE s amyloidem
beta pfitom prevysuji toxicitu fibrildrniho amyloidu beta (Reyes et al., 2004). Rovnéz
1 BChE je kolokalizovana s amyloidnimi plaky a mohla by se podilet na jejich vzniku

(Mesulam and Geula, 1994; Reid and Darvesh, 2015).

1.2.2 Amyloidni hypotéza

APP je transmembranovy protein, jehoz Stépeni beta a gama sekretazou, probihajici pii AD
ve zvySené mife, vede ke vzniku amyloidu beta, peptidu o délce 39—43 aminokyselin.
Nejcastéjsi izoformou je amyloid beta 1-40, nasledovany amyloidem beta 1-42,

vyznacujicim se snadné€jSi polymerizaci a vyssi toxicitou. Amyloid beta miize nasledné
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agregovat za vzniku nerozpustnych fibrilarnich, nebo rozpustnych oligomernich forem

(Alves et al., 2012; Liu et al., 2019; Wu et al., 2017).

Amyloidni hypotéza AD byla navrzena v roce 1991 v disledku objevu mutace genu pro APP
na chromozomu 21 v ptipad¢ familiarni AD. To vedlo autory k domnénce, Ze praveé naruseni
metabolismu APP a nasledné hromadéni a agregace amyloidu beta a vznik plaki, slozenych
z vldken amyloidu obklopenych naruSenymi neurondlnimi vybézky a aktivovanymi
gliovymi buiikami, jsou kli¢ovymi faktory v patofyziologii obou forem AD. Dalsi
patologické procesy jako vznik neurofibrilarndch klubek a neurodegenerace jsou dle této

hypotézy néasledkem téchto jeva (Hardy and Allsop, 1991).

Kli¢ovéa role byla zpocatku piisuzovana fibrildrni form& amyloidu beta tvotici plaky
(Lorenzo and Yankner, 1994; J. Wang et al., 1999), avSak kvantita plakli vykazuje pouze
slabou korelaci se zavaznosti demence (Terry et al., 1991) a amyloidni plaky mohou byt
ptitomny i v mozcich osob vysokého véku bez klinickych ptiznakti naruSeni kognitivnich
funkei (Balasubramanian et al., 2012). Pozdé&ji se pozornost ptesunula i k oligomernim
formam amyloidu. Lokalni aplikace oligomer amyloidu laboratornim hlodavciim vyvolava
kognitivni deficit a neurotoxické ucinky (Brouillette et al., 2012; Shankar et al., 2008)
a oligomery mohou zpasobovat synaptickou dysfunkci a narusit pamét interferenci
s procesem dlouhodobé potenciace, ktery je jejim podkladem (Shankar et al., 2008).
Neurotoxické uc€inky amyloidu beta jsou pravdépodobné zprosttedkovany riznymi
mechanismy: mitochondridlni dysfunkci, oxidacnim stresem, zvySenim permeability
membran, zdnétem, synaptickou dysfunkci a excitotoxicitou (Carrillo-Mora et al., 2014).
Amyloid beta miize byt mimo jiné internalizovan do buné€k a importovan do mitochondrii
(Hansson Petersen et al., 2008), kde interaguje s enzymem alkoholdehydrogenézou vazajici
amyloid beta (amyloid beta-binding alcohol dehydrogenase; ABAD), coz prostfednictvim
nasledného tniku volnych radikalti a mitochondridlni dysfunkce pfispiva k degeneraci

neurond (Lustbader et al., 2004).

Pravdépodobna klicova role amyloidu beta v etiologii sporadické AD je Siroce pfijimana
odbornou vetejnosti a rozhodujicim zplisobem ovlivnila sméfovani vyzkumu (pouZziti
genetickych animalnich modeltl zaloZenych na manipulaci exprese APP nebo sekretaz
rezultujici v tvorbu amyloidnich plaka, vyzkum terapeutickych intervenci umozilujicich
omezeni tvorby nebo agregace amyloidu beta, nebo zvyseni jeho odbouravani). Pfimy dikaz

kli¢ové kauzalni role amyloidu vSak dosud podan nebyl.
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1.2.3 Tau hypotéza

Dle tau hypotézy je rozhodujicim faktorem vzniku AD aberantni fosforylace a agregace
proteinu tau, ktery za fyziologickych podminek stabilizuje mikrotubuly. Pfi AD dochézi
k jeho hyperfosforylaci, disociaci od mikrotubul a agregaci za vzniku neurofibrilarnich
klubek, coz mé za nésledek depolymerizaci mikrotubulti, kolaps axondlniho transportu
a neurotransmise a degeneraci neuronu (Liu et al., 2019). Vyskyt neurofibrilarnich klubek
ma typickou Casoprostorovou dynamiku: zpocatku je omezen na transentorinalni oblast,
pozd¢ji se klubka nalézaji i v limbickych strukturach a nakonec i v kiife (Braak and Braak,
1991), pficemz tato stadia odrazeji stupenn demence (Nagy et al., 1999). Agregaty tau
proteinu pravdépodobné mohou svou ptfitomnosti indukovat vznik dalSich agregati a tim
vést k Sifeni patologie (Frost et al., 2009). Patologie spojené s tau proteinem ruznymi
mechanismy interaguji s patologiemi vyvolanymi amyloidem beta (Liu et al., 2019), pficemz

pfitomnost tau proteinu pfispiva ke Skodlivym G€inkiim amyloidu (Roberson et al., 2007).

1.2.4 Role NMDA receptorti a glutamatergniho systému

Glutamat, hlavni excitacni neurotransmiter CNS, pisobi prostfednictvim ionotropnich
a metabotropnich receptort. Ionotropni glutamatové receptory se dale déli na N-methyl-D-
aspartaitove (NMDA), a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionatové (AMPA)
a kainatové receptory. NMDA receptory se od zbylych dvou skupin odliSuji specifickou
funkei a vlastnostmi. NMDA receptory jsou tetramery nejcastéji obsahujici GluN1 a nékteré
z GluN2A-D podjednotek. Aktivace NMDA receptoru vyzaduje kromé vazby koagonistii
glutamatu a glycinu téz soucasnou depolarizaci postsynaptického neuronu, ktera uvolni
Mg?" ionty, jez za klidového membranového potencidlu blokuji iontovy kanal receptoru
(Dingledine et al., 1999). NMDA receptory hraji kli¢ovou roli v procesu dlouhodobé
potenciace, kterd je podkladem procesti uceni a paméti. Pti ni aktivace NMDA receptorti
umozni vtok Ca®" do buiiky, ktery prostfednictvim aktivace kindz spousti procesy vedouci

k modifikaci pre- a postsynaptické €asti a tim posileni spojeni mezi neurony (Lynch, 2004).

Glutamatergni systém v CNS interaguje se systémem GABAergnim. Kyselina v-
aminomaselna (GABA) je hlavnim inhibicnim neurotransmiterem CNS a pisobi
prostfednictvim ionotropnich GABAA receptorti (jejichz aktivace vede k otevfeni iontového
kanalu pro CI” a hyperpolarizaci) a metabotropnich GABAg receptori. GABAergni systém
moduluje excita¢ni neurotransmisi v CNS a tedy i procesy uceni a paméti (Nava-Mesa et al.,

2014).
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Dle vysledkti studii vyuzivajicich animdlni modely AD dochazi pravdépodobné jiz
v ¢asnych stadiich AD k synaptické dysfunkci v hipokampu asociované s kognitivnim
deficitem. Jejim podkladem by mohla byt dysbalance excitacni a inhibi¢ni neurotransmise
(ve prospéch excitace) zplisobena amyloidem beta (Chumakov et al., 2015; Nava-Mesa et
al., 2014; Palop et al., 2007; Verret et al., 2012). V prabéhu AD dochézi i v naslednych
stadiich k nadmérné aktivité glutamatergniho systému a zvysené stimulaci NMDA receptort
(Danysz and Parsons, 2003). Pfi¢inou muize byt zvySeni hladiny glutamatu v disledku
nedostateéného odCerpavani glutamatu astrocyty ze synaptické Stérbiny (Harkany et al.,
2000) nebo i zvyseni senzitivity NMDA receptorii piisobenim amyloidu beta (Koh et al.,
1990; Molnar et al., 2004). Tonické stimulace NMDA receptort glutamatem a souvisejici
zvyseni intracelularni hladiny Ca®" v postsynaptickém neuronu podle né&kterych autorti
interferuje s fyziologickou neurotransmisi  zprostfedkovanou NMDA receptory
a znemoziuje postsynaptickym elementim tyto signaly spravné detekovat. Vzhledem
k vyznamu NMDA receptorii pro synaptickou plasticitu zminéné naruseni jejich funkce
pfispivd ke kognitivnimu deficitu (Danysz and Parsons, 2003). Kromé toho muze
prolongovana expozice neurond mirn€ zvySené hlading glutamatu vést k excitotoxické smrti
neurontl nebo poskozeni synapsi. Vtok Ca?" do neuronu prostfednictvim NMDA receptorti
spousti vice Skodlivych procesti: mitochondrialni oxidaéni stres, aktivaci kaspaz a indukci
apoptdzy, nebo aktivaci neurondlni NO syntazy (nNOS) a tim vznik toxické slouceniny
peroxynitritu (Chen and Lipton, 2006). Excitotoxicita vyvolana pisobenim amyloidu beta
pii AD miZe mimo jiné pfispivat 1 k degeneraci cholinergnich neuronti (Harkany et al.,
2000). Nadmérna aktivace NMDA receptort miize dale piispivat k fosforylaci tau (Couratier
et al., 1996), nebo v ptipadé extrasynaptickych NMDA receptori ke zvyseni produkce
amyloidu beta (Bordji et al., 2010), a tim dale prohlubovat patologické procesy.

1.3 Farmakoterapie Alzheimerovy nemoci

V soucasné dob€ jsou schvalenymi l€éky pro lébu AD inhibitory AChE donepezil,
galantamin a rivastigmin, které jsou indikovany jiz pocinaje mirnym stadiem AD,
a antagonista NMDA receptori memantin, uréeny pro 1écbu sttedné té¢zkého a tézkého stadia
nemoci (Parsons et al., 2013). Zcela novym lékem je aducanumab, monoklonalni protilatka
zacilend na amyloid beta, schvalena k 1¢cbé AD ve Spojenych statech americkych v letoSnim

TocCe.
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1.3.1 Inhibitory acetylcholinesterazy

Inhibitory AChE omezuji hydrolyzu acetylcholinu, ¢imz zvysuji jeho hladinu v synaptické
Stérbin¢ (obr. 1). Facilituji tak cholinergni neurotransmisi, kterd je pii AD narusSena,
a zmiriuji souvisejici projevy kognitivniho deficitu (Parsons et al., 2013). Prvnim
schvalenym inhibitorem AChE a zaroven prvnim lékem na AD celkové byl takrin (1,2,3,4,-
tetrahydroakridin-9-amin). Takrin disponoval klinickou t¢innosti, ale z divodu nezddoucich
ucinki, zejména hepatotoxicity, bylo jeho pouziti zdhy pferuseno (Summers et al., 1986;
Watkins et al., 1994). Pro své vhodné strukturalni vlastnosti vSak takrin ziistava zajimavou
vychozi molekulou pro syntézu derivati s vylepSenou bezpecnosti a ucinnosti véetné
multipotentnich sloucenin (Wu et al., 2017). Takrin byl pozd¢ji nahrazen donepezilem,
galantaminem a rivastigminem. Inhibitory AChE zmirnuji kognitivni deficit a zlepSuji
zvladani aktivit denniho Zivota (Birks, 2006; Canal and Imbimbo, 1996; Wilkinson et al.,
2002) a mohou snizovat 1 zavaznost nekognitivnich behavioralnich ptiznakd, jako je apatie
a anxieta (Gauthier et al., 2002) u pacientii s mirnou az sttedné zavaznou AD. Uginek je viak
pouze symptomaticky a neumoziuje zastaveni progrese choroby. Déavkovani inhibitori
AChE je limitovano indukci perifernich cholinergnich nezddoucich uc¢inki, zejména
gastrointestinalnich, pfi podani vysSich davek (Farlow et al., 2011; Maelicke et al., 2010;
Parsons et al., 2013).

&2 acetylcholin
@ AChE

@ cholinergni receptor
@ inhibitor AChE

Neuron1 _

Obr. 1 Schématické znazornéni cholinergni synapse a jejiho ovlivnéni

inhibitory AChE. Inhibitory AChE omezuji degradaci acetylcholinu, ¢imz

zvySuji jeho dostupnost v synaptické Stérbiné a facilituji cholinergni

neurotransmisi. Upraveno dle (Parsons et al., 2013).
Uvedené latky se 1isi svou preferenci pro jednotlivé cholinesterdzy. Zatimco donepezil
a galantamin jsou selektivnimi inhibitory AChE, rivastigmin a takrin jsou neselektivni, tedy
kromé AChE vyznamnou mérou inhibuji i BChE (Hunter et al., 1989; Parsons et al., 2013).
S ohledem na zndmé zmény relativniho zastoupeni cholinesteraz pii AD ve prospéch BChE
(Perry et al., 1978) by se zejména v pokrocilejSich stadiich choroby dala ptfedpokladat veétsi
ucinnost neselektivnich inhibitor cholinesteraz (Weinstock, 1999). V ptipadé¢ farmak

schvalenych k 1écbé AD vSak zasadni rozdily v ucinnosti selektivnich a neselektivnich

inhibitord AChE u pacientl shledany nebyly (Wattmo et al., 2011; Wilkinson et al., 2002).
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Nekteré preklinické vysledky naznacuji zvySeni rizika indukce vedlejSich U¢inka
u neselektivnich inhibitord (Dronfield et al., 2000; Liston et al., 2004), klinické vysledky ale

nejsou zcela jednoznacné (Weinstock, 1999; Wilkinson et al., 2002).

Inhibitory AChE pouzivané k 1é€bé AD jsou zpravidla jejimi reverzibilnimi inhibitory
(Parsons et al., 2013), které¢ interaguji s aktivnim mistem AChE, nachéazejicim se uvnitt
kavity enzymu. N¢které latky mohou interagovat zarovei i s perifernim anionickym mistem,
umisténym pii vstupu do kavity (Weinstock, 1999). Prostfednictvim tohoto mista AChE
interaguje s amyloidem beta a urychluje jeho agregaci (Inestrosa et al., 1996). Z tohoto
divodu je ve vyvoji novych inhibitori AChE vénovana pozornost i tzv. dudlnim
inhibitoriim, interagujicim s aktivnim katalytickym i s perifernim anionickym mistem, které
by dle vysledkti preklinickych studii mohly vedle facilitace cholinergni neurotransmise
pfindSet ptidanou hodnotu v podobé redukce agregace amyloidu (Bartolini et al., 2003;

Inestrosa et al., 1996).

1.3.2 Antagonisté NMDA receptort

Za mechanismus terapeutického ti¢inku memantinu u AD je povaZovano sniZeni nadmérné
aktivace NMDA receptori. Memantin ptsobi v iontovém kanalu aktivovanych NMDA
receptorii a pravdépodobné tak do ur¢ité miry nahrazuje funkci Mg?* iontdl, které za
fyziologickych podminek pfi klidovém membranovém potencialu blokuji NMDA receptory,
ale za patologické tonické stimulace glutamatem mohou byt vytésnény. Blokada patologicky
aktivovanych NMDA receptorii memantinem pravdépodobné muiize jednak normalizovat
fyziologickou signalizaci NMDA receptort pii procesech spojenych s paméti, a dale miize
brénit excitotoxické smrti neurontl. Zarovent memantin diky specifickym farmakologickym
vlastnostem (zéavislost u¢inku na napéti, sttedné silna afinita, rychlé kinetika disociace) pfi
fyziologické fazické stimulaci spojené se silnou depolarizaci disociuje od receptoru, tudiz
fyziologicka neurotransmise neni narusena (Chen and Lipton, 2006; Danysz and Parsons,
2003). Memantin redukuje zhorSovani klinickych ptiznaki u pacientl se sttedné tézkou az
tézkou AD (Wilkinson and Andersen, 2007), zatimco u pacientli s mirnou AD je ptinos 1écby
sporny (Doody et al., 2007; Schneider et al., 2011). Vysledky preklinickych studii navic
naznacuji 1 dal$i pfiznivé ucinky memantinu, jako potlateni amyloidem beta indukované
degenerace cholinergnich neuronti (Nyakas et al., 2011) nebo snizeni hladin amyloidu beta

a tau (Martinez-Coria et al., 2010).
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Protektivni G€inky proti excitotoxicité glutamatu byly v animalnich modelech prokazany
i u jinych antagonistt NMDA receptort v¢etné dizocilpinu (MK-801) (Church et al., 1988;
McDonald et al., 1989). Mnohé tyto latky vSak mohou interferovat s fyziologickou
neurotransmisi a indukovat zavazné psychotomimetické nezddouci ucinky znemoznujici
klinické vyuziti (Grotta et al., 1995; Krystal et al., 1994; Muir and Lees, 1995), projevujici
se u laboratornich hlodavcli mimo jiné jako hyperlokomoce (Anding et al., 1999) a deficit
prepulzni inhibice ulekové reakce (Bast et al., 2000). Nedilnou soucasti preklinického
testovani novych antagonistt NMDA receptori je proto screening nezadoucich
behavioralnich ucinkt. Profil zddoucich a nezadoucich ucinkl antagonistit NMDA receptori
zavisi na presném molekularnim mechanismu interakce latky s receptorem. Komplexni
mechanismus aktivace NMDA receptoru a existence riznych podjednotek a alosterickych
vazebnych mist umoziuje vice zplsobli farmakologické modulace funkce receptoru a tim
snad i1 vyvoj latek s vylepSenymi vlastnostmi, tedy vyraznou inhibici patologicky, ale nikoli

fyziologicky aktivovanych receptort (Vyklicky et al., 2014).

1.3.3 Dalsi pristupy ve vyvoji farmak pro Ié€bu Alzheimerovy nemoci

Vzhledem k nedostatecné ucinnosti stavajici 1écby AD je pochopiteln€ vénovano velké usili
vyvoji novych 1é€iv. Ultimatnim cilem vyvoje 1€kl je dosazeni chorobu modifikujiciho
ucinku (disease-modifying effect) a zvraceni progrese. Tento piistup vSak dosud nevedl
k zavedeni odpovidajici 1écby a je limitovan nedostatecnou znalosti etiologie. Z téchto
ditvodii predstavuje vyznamnou strategii rovnéZ i optimalizace u€innosti symptomatické
1é¢by (Francis et al., 2012). Nutnou vlastnosti a primarnim parametrem uc¢innosti vSech
testovanych latek zGstdva zmirnéni hlavnich projevii onemocnéni, tedy kognitivnich

a neuropsychiatrickych symptomi.

Testované latky zaméfené na patologie spojené s amyloidem beta zahrnuji inhibitory beta
a gama sekretdz, protilatky proti amyloidu beta, latky facilitujici jeho proteolytickou
degradaci nebo zamezujici jeho agregaci (Liu et al., 2019). Agregaci miiZze byt zabranéno
aplikaci molekul interagujicich s aromatickymi skupinami aminokyselin v molekule
amyloidu, které se pravdépodobné tcastni zaujeti nefyziologické konformace (misfolding)
(Scherzer-Attali et al., 2010). Dal$i moznosti je inhibice chaperonti urychlujicich agregaci
amyloidu, vcetné diive zminéné AChE (Inestrosa et al., 1996). Mezi strategie zacilené na
tau protein patii inhibice agregace tau, jeho kindz, stabilizace mikrotubuli a imunoterapie

(Liu et al., 2019).
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Vyznamnym pfedmétem vyzkumu jsou i latky ovliviiujici neurotransmisi (Liu et al., 2019).
Vedle snahy o vyvoj latek riznymi mechanismy facilitujicich cholinergni neurotransmisi
nebo antagonistt NMDA receptort s vylepSenou ucinnosti a redukovanymi nezadoucimi
ucinky (Francis et al., 2012) je v soucasné dob¢ vénovana pozornost i mozné roli facilitace
serotonergni (Liu et al., 2019) nebo GABAergni neurotransmise (Nava-Mesa et al., 2014;
Pilipenko et al., 2019). Vzhledem k vyznamu pro tuto praci bude o ovlivnéni GABAergniho

systému pojednano podrobngéji.

Néktera z vySe zminénych experimentalnich farmak jsou v souc¢asné dobé ve fazi klinického
testovani. U jinych bylo navzdory nadéjnym vysledkim preklinickych studii klinické
testovani ukonceno, mnohdy z diivodu nedostatecné Gc¢innosti (Liu et al., 2019). Vyjimkou
je aducanumab, jehoz schvaleni se vSak neobeslo bez kontroverze a u¢innost ve smyslu
sniZzeni kognitivniho deficitu neni v souc¢asnosti podpotfena dostatkem ditkazii (Tagliavini et

al., 2021). Zadna z dalsich strategii dosud nevyustila v zavedeni adekvatni terapie.

1.3.3.1 Modulace GABAergniho systému

Zajem o studium 0¢inkl pozitivnich modulatordt GABAA receptorli véetné benzodiazepinl
v modelech AD vzrostl béhem posledni dekédy. Benzodiazepiny jsou pozitivni alosterické
modulatory GABAA4 receptortl, jez facilituji inhibi¢ni t¢inky GABA (Delorey and Olsens,
1992). Vysledky recentni preklinické studie naznacuji pozitivni vliv benzodiazepint
v ¢asnych fazich AD, pravdépodobné zprostiedkovany zmirnénim synaptické dysfunkce
a dysbalance mezi excitaci a inhibici v CNS a manifestovany jako prokognitivni,
modelu ¢asné AD u potkana (Nava-Mesa et al., 2014; Pilipenko et al., 2019). Pozitivni
modulatory GABAA receptorti by se mohly potencidln€ uplatnit i v pozd&jSich fazich AD,
jelikoz dle vysledkl studii in vitro mohou zmirfiovat excitotoxicitu (Mazzone and Nistri,
2019; Nelson et al., 2000) v¢etné excitotoxicity vyvolané amyloidem beta (Gu et al., 2003).
Benzodiazepiny navic mohou u pacientll potlaCovat i behavioralni symptomy, jako
agitovanost a agresi. Nevyhodou je v tomto pfipad¢ riziko sedativnich a jinych nezadoucich

ucinkl (Lanctot et al., 2004).

V preklinickych studiich byl nadé&nou latkou tramiprosat (homotaurin), ktery redukuje
agregaci amyloidu a chrani pied jeho toxickymi Gc¢inky ¢aste¢né prostfednictvim agonismu
na GABAA receptorech. Tramiprosat postoupil do III. faze klinické studie, kde byl dobie
tolerovan a zmirnil pokles objemu hipokampu, avSak zpomaleni progrese kognitivniho

deficitu nedosahlo statistické signifikance (Aisen et al., 2011).
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1.4 Polyfarmakologie

Vzhledem k multifaktoridlni povaze AD a neuspéchu mnoha vysoce specifickych
testovanych 1€ka se dosazeni uspokojivého terapeutického efektu pomoci latek zacilenych
na jednu konkrétni patofyziologickou drahu v soucasné dob¢ nejevi pfili§ pravdépodobné
(Bolognesi, 2019; Chumakov et al., 2015). Jak bylo opakovan¢ zminéno vySe, rizné
patofyziologické procesy probihajici pfi AD spolu vzijemné interaguji a synergisticky
mohou vést k prohloubeni celkového patologického stavu. Biologické systémy navic mohou
disponovat redundantnimi mechanismy kompenzujicimi funkci receptoru ¢i drahy ovlivnéné
jednim vysoce specifickym 1é¢ivem (Bolognesi, 2019). V soucasné dob¢ je proto v ramci
vyvoje novych farmakologickych piistupi vénovana stale vétS§i pozornost konceptu
polyfarmakologie, tedy farmakologickému ovlivnéni dvou nebo vice riznych molekularnich
cili nebo drah relevantnich v patofyziologii dané choroby, potencidlné¢ umoziujicimu
optimalizaci ucinnosti (Bolognesi, 2019). Pfi raciondln¢ zvolené kombinaci mechanismi
ucinku maze dochdzet k pozitivnim aditivnim nebo i synergistickym farmakodynamickym
interakcim, vedoucim k vy$§imu celkovému terapeutickému efektu bez dosazeni davek
jednotlivych latek, které jsou spojeny s nastupem nezddoucich G¢inki limitujicich pouziti

(Albertini et al., 2020; Benek et al., 2020; Chumakov et al., 2015; Parsons et al., 2013).

{ POLYFARMAKOLOGIE ]

KOMBINOVANA
TERAPIE SLOUCENINA
(vice latek) (1 latka)

@

VICE RELEVANTNICH MOLEKULARNICH CiLO

Obr. 2 Mozné pfistupy v ramci polyfarmakologie.
Simultanniho ovlivnéni vice molekularnich cili relevantnich
v patofyziologii choroby a tim i zvySeni terapeutického efektu
lze docilit pouzitim kombinované terapie, nebo
multipotentnich slouCenin, mezi néz se fadi i MTDL.
Upraveno podle (Albertini et al., 2020).
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Soucasné modulace vice drah lze docilit bud’ kombinovanou terapii (koaplikaci vice latek),
nebo pouzitim multipotentnich sloucenin plsobicich na vice molekularnich cilti zaroven
(obr. 2). Posledni jmenovany piistup je pro nékteré vyhody uptfednostiovan a design, syntéza
a preklinické testovani biologickych ucinki téchto sloucenin je v poslednich dvou dekadach

predmétem rostouciho zajmu (Albertini et al., 2020; Benek et al., 2020; Bolognesi, 2019).

1.5 Kombinovana terapie

Kombinovana terapie je zplsob 1é€by spocivajici v koaplikaci dvou nebo vice latek. Tento
ptistup umoziuje simultdnni modulaci vice patologickych mechanismi, nevyhodou muze
byt slozity davkovaci rezim a sniZeni compliance. ReSeni by mohly predstavovat
multikomponentni pfipravky obsahujici dvé nebo vice uc¢innych latek v jedné 1ékové formé.
Vyroba a pouziti takovych vSak preparati vSak neni ve vSech piipadech redlné napf.

z diivodu odlisnych farmakokinetickych vlastnosti dvojice latek (Benek et al., 2020).

1.5.1 Kombinovana terapie inhibitory acetylcholinesterazy a antagonisty
NMDA receptort v klinické praxi

Kombinovana terapie memantinem a nékterym z inhibitori AChE se v soucasné dobé

pouziva v klinické praxi (Francis et al., 2012) a pfiznivé vysledky vyustily ve schvaleni

kombinace definovanych davek memantinu a donepezilu v podobé ptipravku Namzaric

(Calhoun et al., 2018).

Antagonist¢ NMDA receptori a inhibitory AChE se mohou ve svych u€incich vice
mechanismy vhodné doplnovat, jelikoz glutamatergni a cholinergni systém
za fyziologickych 1 patologickych situaci blizce interaguji. Podle preklinickych studii tak
mohou antagonist¢ NMDA receptorii prostfednictvim sniZeni aktivity GABAergnich
interneuronti v septu vyvolavat zvysSeni vylevu acetylcholinu v hipokampu (Giovannini et
al.,, 1994). Dalsim mechanismem ptiznivého pusobeni antagonistit NMDA receptorti na
cholinergni systém by mohlo byt zmirnéni excitotoxické degenerace cholinergnich neuronti
(Nyakas et al., 2011). Na druhou stranu také inhibitory AChE by potencidln¢ mohly
zmirnovat disledky alterace glutamatergniho systému, protoze stimulace cholinergnich
receptorti acetylcholinem miize plisobit proti excitotoxicité glutamatu (Akaike et al., 1994;

Gu et al., 2003).

Vysledky preklinickych studii  potvrzuji  synergistické ucinky uvedenych latek

v kognitivnich tlohéch, a to v piipadé koaplikace memantinu a donepezilu v transgennim
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myS$im modelu zalozeném na amyloidni hypotéze (Neumeister and Riepe, 2012), nebo
koaplikace galantaminu a memantinu v modelu AD vyvolaném skopolaminem (Busquet et
al., 2012). V klinickych studiich vedlo doplnéni memantinu ke stavajici 1écb¢ inhibitory
AChE ke zvysSené ucinnosti v doménach kognice a chovani u pacienti se sttedné tézkou
az t¢zkou AD, pfiCemz 1écba byla dobie tolerovana (Grossberg et al., 2013; Tariot et al.,
2004). U pacienti se stfedné tézkou az téZkou AD nereagujici na 1écbu inhibitory AChE byl
pozorovan ptiznivy efekt kombinované terapie memantinem a rivastigminem na kognitivni
funkce (Dantoine et al., 2006). Naopak v piipad¢ mirné az stiedné t¢zké AD superiorita

kombinované terapie prokazana nebyla (Porsteinsson et al., 2008).

1.5.2 Kombinovana terapie antagonisty NMDA receptorti a pozitivnimi
modulatory GABAA receptoru v preklinickych studiich

Jeden z experimentalnich terapeutickych pfistupi studovanych v této praci predstavuje
koaplikace antagonisty NMDA receptoril a pozitivniho alosterického modulatoru GABAA
receptord. Bylo prokazano, ze tyto latky mohou mit synergistické protektivni ucinky
v modelech excitotoxicity (Lyden and Lonzo, 1994; Shibuta et al., 2006) i modelech dalsich
patologii CNS (Martin and Kapur, 2008; Niquet et al., 2016; Shakarjian et al., 2015). Dtive
zminéna dysbalance excitacni a inhibi¢ni neurotransmise pravdépodobné ptitomna pii AD
a prokazané terapeutické ucinky antagonisti NMDA receptori a patrné¢ i pozitivnich
modulatorit GABAA receptorit v modelech AD vedou k domnénce, Ze tyto latky by pfi
koaplikaci mohly synergistickymi mechanismy pomoci obnovit rovnovahu excitace
ainhibice v hipokampu a dalSich strukturach, a tim umoZnit vyraznéjsi zmirnéni
kognitivnich symptomd (Nava-Mesa et al.,, 2014). U¢inkim koaplikace téchto latek

v animalnich modelech kognitivniho deficitu nebyla dosud vénovana vétsi pozornost.

Opravnénosti simultanni modulace glutamatergniho a GABAergniho nicméné nasvédcuji
pozitivni U¢inky koaplikace jinych latek v modelu AD: akamprosatu (derivat diive
zminéného tramiprosatu), ktery ne zcela objasnénymi mechanismy (pravdépodobné
zahrnujicimi inhibici glutamatergnich receptorli a potenciaci inhibi¢ni neurotransmise)
snizuje hyperexcitabilitu a obnovuje rovnovahu excitace a inhibice, a baklofenu, agonisty
GABAB receptort. Uvedené latky potlacovaly vice patologickych procesi pfitomnych u AD
a vykazovaly synergistické terapeutické Ui€inky v in vitro modelu neurotoxicity amyloidu
beta i v mySim modelu kognitivniho deficitu, vyvolaném intracerebroventrikularni (i. c. v.)

aplikaci oligomert amyloidu beta (Chumakov et al., 2015).
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1.6 Multipotentni slou¢eniny

Multipotentni slouceniny jsou latky simultanné pusobici na vice molekularnich cilt.
Multipotentnimi Gc¢inky relevantnimi pro 1écbu AD mohou disponovat rizné slouceniny
vcetné nekterych latek ptirodniho ptivodu (Ji and Zhang, 2008). Syntetické latky cilené
designované za i¢elem simultdnniho ovlivnéni dvou nebo vice molekulérnich cilii nebo drah
relevantnich v patofyziologii choroby se oznacuji multi-target-directed ligandy (MTDL,
z angl. multi-target-directed ligand). MTDL jsou upiednostiiovanou alternativou
kombinované terapie, protoZze by mohly umoziovat snizeni rizika nezddoucich ucinki
a interakci a zjednoduseni davkovaciho rezimu a tedy zlepSeni compliance (Benek et al.,
2020; Bolognesi, 2019). MTDL navic v nékterych ptipadech mohou disponovat dal$imi
pfiznivymi UC€inky, které vychozi latky postradaji (Chalupova et al., 2019). Studie
srovnavajici efekt kombinované terapie a monoterapie konkrétnimi latkami proto neslouzi
jen k posouzeni relevance kombinované terapie coby terapeutické modality per se, ale
v ptipadé pfiznivého vysledku mohou zaroven predstavovat vychodisko urCujici smér

budouciho vyvoje MTDL.

Klicovym krokem designu MTDL je raciondlni volba kombinace farmakofort, z nichz
kazdy dodava molekule jeden z pldnovanych Uc¢inki. Pouzité latky by mély plsobit na
patologické mechanismy relevantni ve stejné fazi choroby a mit podobny mechanismus
ucinku a vyvazenou (fadoveé podobnou) afinitu pro své cile, jelikoZ kombinaci odlisnych
mechanismi  G€inku  (vazba na  receptor/strukturdlné  nespecificky  ucinek;
reverzibilni/ireverzibilni vazba) roste riziko nekompatibilnich vlastnosti (rozdilné ucinné
davky nebo farmakokinetické vlastnosti). Vysledné MTDL zaroveil musi vykazovat
optimalni farmakokinetické vlastnosti (zejm. prianik hematoencefalickou bariérou), je tedy
nutno vzit v ivahu molekulovou hmotnost a dalsi fyzikaln€é chemické vlastnosti. Spojeni
farmakofori miize byt realizovano tiemi zptsoby: uhlikovym fetézcem (,,Jinked MTDL*),
pfimym spojenim obou molekul (,,fused”) nebo modifikaci molekul s podobnym
strukturdlnim motivem tak, Ze se jejich struktury piekryvaji (,,merged*). Posledni zminény
molekul, nespornou vyhodu vsak predstavuje mensi molekulovd hmotnost (Benek et al.,

2020).

V ramci vyvoje MTDL pro 1écbu AD je zpravidla jeden z farmakoforti inhibitorem AChE.
Vzhledem k relevanci pro tuto praci bude vénovana pozornost pouze multipotentnim

sloucenindm odvozenym od takrinu, ktery je diky nizké molekulové hmotnosti a vhodnym
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chemickym vlastnostem Casto vyuzivanou vychozi molekulou (Wu et al., 2017). Cilem
designu derivatd takrinu byva vedle dosazeni multipotentnich vlastnosti i zvySeni potence
inhibice cholinesterdz a redukce nezadoucich, zejména hepatotoxickych a parasympato-

mimetickych t¢inka (Misik et al., 2018).

1.6.1 Monotakrinové derivaty inhibujici acetylcholinesterazu a NMDA
receptory

Takrin vedle potentni inhibice cholinesteraz vyvolava i dalsi a¢inky v CNS a ptisobi jako
antagonista NMDA receptorti (Horak et al., 2017; Kaniakova et al., 2018). Prakticka
relevance tohoto ucinku je pro slabou afinitu nejasnd (Horak et al., 2017). Vyvazengjsi
inhibitor cholinesteraz a NMDA receptori predstavuje jeho derivat 7-methoxytakrin. 7-
methoxytakrin vykdzal v in vivo modelu excitotoxicity vyrazngj$i neuroprotektivni a¢inky
nez memantin nebo takrin, pfi¢emz nezplsobuje neziddouci psychotomimetické ucinky
antagonisti NMDA receptort ani toxické ucinky takrinu (Kaniakova et al., 2018). Takrin
i 7-methoxytakrin ptisobi na NMDA receptorech jako blokatory oteviené¢ho iontového
kandlu tzv. ,,foot-in-the-door* typu (Kaniakova et al., 2018). Tento mechanismus tc¢inku je
povazovan za zvlast¢ vyhodny, jelikoZ by mohl umoznit vyraznéjsi preferencni inhibici
patologicky tonicky aktivovanych NMDA receptori bez vyznamné interference
s fyziologickym synaptickym pfenosem, podobné nebo u¢innéji neZ memantin (Vyklicky et
al., 2014). Vyznamu pfistupit zalozenych na kombinaci inhibice AChE s vhodnym
mechanismem inhibice NMDA receptort pro 1é€bu symptomatickych stadii AD nasveéd¢u;ji
1 vyse zminéné klinické studie uc€innosti kombinované terapie. Jednim z cili syntézy

v

takrinovych derivatl je tedy dosaZeni vyvazenéjsi inhibice AChE a NMDA receptord.

Naopak jiny takrinovy derivat 6-chlorotakrin vynikd ve srovnani s takrinem vyssi
selektivitou a potenci inhibice AChE, zatimco u¢inek na NMDA receptoru je relativné méné
vyznamny (Kaniakova et al., 2019). 6-chorotakrin tedy neni vyvaZzenym inhibitorem AChE
a NMDA receptord, avSak pro silnou inhibici AChE byvé s vyhodou pouzit pro syntézu
heterodimernich MTDL (v¢etné dvou slou€enin testovanych v ramci této prace). Vyssi
lipofilita 6-chlorotakrinu zajist'uje lepsi penetraci do mozku, coZ by mohlo vést k niZz§imu
riziku perifernich nezadoucich u¢inkd. Dal$im pfiznivym nalezem je vyraznéjsi terapeuticky
ucinek  6-chlorotakrinu v porovnani s takrinem v modelu kognitivniho deficitu
indukovaného inhibici muskarinovych cholinergnich receptorii u potkana pii pouziti
ekvitoxickych davek testovanych latek, a pravdépodobné nepfiliS vysoké riziko

hepatotoxicity (Misik et al., 2018).
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1.6.1.1 Biologické viastnosti modelové molekuly 7-fenoxytakrin

V nédvaznosti na ptiznivé vysledky s 7-methoxytakrinem byl syntetizovan 7-fenoxytakrin
(obr. 3) a charakterizovany jeho biologické ucinky (Kaniakova et al., 2021). Jeho vyhodou
je potentni a vyrovnana inhibice obou cholinesteraz (ICso (AChE) = 2,4 uM; ICso (BChE) =
4,9 uM) a NMDA receptort (ICso (GIluN1/GluN2B) = 1,7 uM). 7-fenoxytakrin mé unikatni
mechanismus u¢inku na NMDA receptorech. Interakce s ifenprodilovym vazebnym mistem
zpusobuje preferencni inhibici NMDA receptort nesoucich podjednotku GluN2B (diive téz
NR2B), coz by mohlo byt vyhodné vzhledem k vyznamné roli této subpopulace NMDA
receptoru pii excitotoxicité (Liu et al., 2007; Martel et al., 2012). Zaroven dochazi i k o néco
méné potentni inhibici ostatnich NMDA receptori prostfednictvim blokady otevieného
iontového kandlu (Kaniakova et al., 2021). Nésledna farmakokinetickéd analyza prokézala
uspokojivy prinik 7-fenoxytakrinu hematoencefalickou bariérou. Po intraperitoneélni (. p.)
aplikaci davky 24 mg/kg u potkana byla maximalni koncentrace v mozku i plazmé dosazena

ve 20. min po aplikaci; biologicky poloc¢as v mozku i plazmé byl zhruba 50 min (Kaniakova

etal., 2021).
NH,
o ~
©/ HCI
~
N

Obr. 3 Struktura 7-fenoxytakrinu.
Prevzato z (Kaniakova et al., 2021).

1.6.1.2 Biologické viastnosti modelové série monotakrinovych derivati

Zavislost ucinku 7-fenoxytakrinu na podjednotkovém slozeni NMDA receptort podnitila
zajem o cilenou syntézu dalSich takrinovych derivati s rtiznou preferenci pro NMDA
receptory nesouci podjednotku GluN2A nebo GluN2B a objasnéni vztahu jejich struktury
a ucinku na NMDA receptorech (Gorecki et al., 2021). Byly pouZzity dva typy strukturalnich
modifikaci takrinu: substituce na aromatické casti molekuly a modifikace cykloalkylového
zbytku (cyklopentan, cyklohexan, cykloheptan). Prvni zminéna modifikace by méla mimo
jiné branit vzniku hepatotoxickych metabolitli. Bylo syntetizovano 30 novych derivati
s riznymi kombinacemi afinit pro GluN2A/GIuN2B podjednotku NMDA receptort a pro
AChE/BChE. Pro testovani in vivo ucinkii byly vyselektovany nésledujici molekuly:
s podobnou afinitou k AChE, BChE i NMDA receptorim (latka K1575 a K1576), s vyssi
afinitou k cholinesterazam nez k NMDA receptoriim s podjednotkou GluN2B (K1578),
s potentni inhibici obou cholinesteraz (K1592), selektivni potentni inhibici AChE
a preferenci pro podjednotku GIuN2B NMDA receptoru (K1594) a s preferenci pro
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podjednotku GIuN2A (K1599). Co se tyce vlivu na NMDA receptory, latky K1575 a K1576
inhibovaly oba typy receptorti, K1578 a K1594 vykazovaly preferenci pro podjednotku
GIuN2B a K1592 a K1599 naopak pro GIuN2A. Strukturu latek a jejich inhibi¢ni aktivity
ukazuje tab. 1. Farmakokinetickd analyza prokazala u vSech téchto vybranych molekul

prunik hematoencefalickou bariérou (Gorecki et al., 2021); vysledky zobrazuje tab. 2.

Tab. 1 Struktura studované série takrinovych derivatt a jejich inhibi¢ni u¢inky vi¢i NMDA receptoriim
(dle podjednotkového slozeni), AChE a BChE

ICso £ SEM (uM) Index
Oznaceni Struktura GluN1/  GluN1/ selektivity
molekuly Glun2B  Glun2A hAChE  hBChE  (ICs0 hBChE/
NHy  Hcl
Br 8,24 6,31 5,69 16,9 3.03
\ > ) 2 > B
K1575 D +0,80 +0,27 +0,28 +1,5
N
NH;  Hcl
Br 8,32 6,93 4,79 20,8 434
\ 5 9 bl > B
K1576 D +0,97 + 1,03 +0,02 +1,2
N
NH;  Hcl
Cl 8,69 21,01 1,58 6,88 4.35
\ ) ) R ’ s
K1578 ) +0,60 +0,71 +0,05 + 0,65
N
Cl NHy  Hcl
22,07 7,29 0,223 0,311 1,39
\ b
K1592 ) +1,11  +£0,57  +£0,006 +0,016
N
NH;  Hel
7,83 17,05 0,072 2,90 402
\ >
K1554 ) +034  +1,59  +£0003  +0,08
N
| NH,  Hcl
@) 14,56 4,16 8,22 10,6 1,23
\ B ) 9 > >
K1599 ) +1,37 +0,37 +£0,35 +0,3
N
’. | NHz  HCl
o 7,24 5,05 10,0 17,6 1.76
- X )
metlfoxy \©\)\/© +0,34 +0,62 £1,0 £0,8
takrin ~
N
NH; HCI

takrin X 19,7 9,1 0,32 0,08 0.25
~ +1.8 £0,5 +£0,013  +0,001
N

Sestaveno dle (Gorecki et al., 2021).
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Tab. 2 Farmakokinetické vlastnosti série takrinovych derivati:
koncentrace v plazmé a mozku u mysi po i. p. aplikaci davky 5 mg/kg

Koncentrace Koncentrace Pomér

Molekula Vv 15. min (nM) v 60. min (nM) koncentrace
mozek/plazma

Plazma Mozek Plazma Mozek (%, v 15. min)
K1575 2522 1176 154 116 47
K1576 1334 1376 170 218 103
K1578 1657 1 003 389 173 61
K1592 2297 762 185 32 33
K1594 1304 731 87 251 56
K1599 1673 2 315 207 326 138

Prevzato z (Gorecki et al., 2021).

1.6.2 Multipotentni takrinové heterodimery

Takrin byvé pouzit 1 k syntéze heterodimernich hybridnich slou¢enin s vlastnostmi MTDL.
Ob¢ casti molekuly byvaji propojeny uhlikovym fetézcem zpravidla pres aminoskupinu
takrinu, coz mize mimo jiné umoznit snizeni hepatotoxicity a déale pfipadné i dosazeni
zadouci interakce s obéma anionickymi misty AChE. Bylo syntetizovano vice typl téchto
hybridnich sloucenin takrinu s riznymi latkami, pisobicich vedle inhibice AChE 1 inhibici
agregace amyloidu, inhibici beta sekretazy nebo antioxidacni a dalsi uéinky (Wu et al.,
2017). Krom¢& takrinu mohou byt k syntéze MTDL pouzity i jeho derivaty jako 6-
chlorotakrin; z téchto latek 1ze jmenovat dimery 6-chlorotakrinu a memantinu (Kaniakova

et al., 2019). Déle se zamétime jen na latky relevantni pro tuto praci.

1.6.2.1 Dimery takrinu a benzothiazolu a biologické viastnosti modelové
molekuly 10w

Skupina novych hybridnich molekul s vlastnostmi MTDL vychazi z takrinu a benzothiazolu.
Derivaty benzothiazolu maji rozmanité biologické uCinky a jsou casto vyuzivané
v medicindlni chemii. Nékteré z nich v¢etné thioflavinu T vazou amyloid beta a jiz tradi¢né
se pouzivaji jako proby k histologické detekci jeho agregatii (Kelényi, 1967). Riizné hybridy
takrinu a benzothiazolu inhibujici AChE a agregaci amyloidu byly jiz dfive pfedstaveny
(Keri et al., 2013; Rajeshwari et al., 2019). Design, syntéza a U¢inky novych derivati
s vylepSenou uc¢innosti inhibice AChE i inhibice agregace amyloidu a navic s funkei inhibice
ABAD jsou obsahem publikace (Nepovimova et al., 2021). Bylo syntetizovano 21 molekul
prvni generace, dimerti spojenych alifatickym fetézcem o rizné délce. Takrin, 6-chlorotakrin
nebo 7-methoxytakrin molekule udé€lovaly inhibi¢ni u¢inky na AChE rGzné intenzity

a selektivity. Nejsiln€jSimi inhibitory AChE byly hybridy 6-chlorotakrinu. Na zéakladé
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biologickych vlastnosti byla vyselektovana molekula ozna¢ena 10p, dimer 6-chlorotakrinu
a benzothiazolu spojeny tficlennym uhlikovym fetézcem, a substituci na pozici 6
benzothiazolu byla vytvorena druha generace molekul. Z nich byl k testovani in vivo G¢inkll
na cholinergni systém zvolen dimer 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu spojeny
tticlennym uhlikovym fetézcem, v publikaci oznadeny 10w (obr. 4a). Latka 10w je stejné
potentnim inhibitorem AChE jako vychozi 6-chlorotakrin (ICso = 18 nM), je vSak jesté vice
selektivni pro AChE. Ze vSech molekul vykazoval nejsilngjSi antiagregacni vlastnosti,
interagoval 1 s perifernim anionickym mistem AChE a byl stfedné silnym inhibitorem
ABAD. Penetrace 10w hematoencefalickou bariérou byla potvrzena na zaklad¢é priniku

arteficialni membranou (Nepovimova et al., 2021).

1.6.2.2 Dimery takrinu a L-tryptofanu a biologickeé vlastnosti modelové
molekuly S-K1035

Dalsi skupina heterodimert s vlastnostmi MTDL vychazi z molekul takrinu a L-tryptofanu,
spojenych alifatickym fetézcem o rizné délce. Zamyslenym ucinkem byla opét predevsim
inhibice AChE a inhibice agregace amyloidu beta. Bylo syntetizovano pies 20 heterodimera
(oznacenych S-K1024—-S-K1044). Jejich design a charakterizace biologickych vlastnosti je
pfedmétem publikace (Chalupova et al., 2019). Opét byl pouzit takrin, 7-methoxytakrin nebo
6-chlorotakrin, které zajiStovaly silnou inhibici AChE a BChE (s rtznou preferenci
ovlivnénou pouZitym takrinovym derivatem, a intenzitou ovlivnénou délkou spojovaciho
fetézce). L-tryptofan byl pouZit pfedev§im za ticelem inhibice samovolné agregace amyloidu
beta interakci s aromatickymi skupinami amyloidu. Antiagregacnim vlastnostem tryptofanu
nasv&dcuji mimo jiné piiznivé vysledky dosazené s naftochinon-tryptofanovymi derivaty
(Scherzer-Attali et al., 2010). Vedle toho dimery takrinu a L-tryptofanu interaguji
1 s perifernim anionickym mistech AChE a snizuji tak 1 AChE-indukovanou agregaci
amyloidu. Specifickou vlastnosti heterodimerti, nepfitomnou u vychozich molekul, byla
stitedné silnd inhibice nNOS, potencialné relevantni pro zmirnéni disledkl excitotoxicity

(Chalupova et al., 2019).

Na zaklad¢ nejvyhodnéjSich vlastnosti byla vyselektovdna latka oznacend S-K1035,
pfedstavujici dimer 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu spojeny SestiClennym uhlikovym
fetézcem (obr. 4b). S-K1035 je nejsilnéjsim inhibitorem AChE a BChE z testovanych latek
a disponuje vyrovnanym pomérem inhibice AChE a BChE (ICso 6,3, resp. 9,1 nM).

v

Predstavuje tedy efektivnéjsi inhibitor cholinesteraz nez 6-chlorotakrin a takrin.
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Obr. 4 Struktura studovanych takrinovych heterodimert s vlastnostmi MTDL. a: Dimer 6-chlorotakrinu a 6-
nitrobenzothiazolu, oznaceny 10w dle (Nepovimova et al., 2021), b: dimer 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu,
oznaceny S-K1035 dle (Chalupova et al., 2019). Popisky ukazuji pouzité strukturdlni motivy i hlavni
biologické vlastnosti jimi poskytované. Upraveno dle (Nepovimova et al., 2021) a (Chalupova et al., 2019).

1.7 Animalni modely Alzheimerovy nemoci a asociovaného kognitivniho

deficitu

Vyznamny ndstroj pro vyzkum AD a mozné farmakoterapie piedstavuji animalni modely.
V soucasnosti jsou ¢asto vyuzivanym pristupem mysi transgenni modely, zalozené zejména
na mutacich APP a sekretaz, ptipadné zaroven i tau proteinu v piipadé tzv. 3xTg modelu.
Kognitivni deficit byva vétSinou v rizné mife pfitomen, ale ne vzdy odraZzi dynamiku
choroby u lidi (Drummond and Wisniewski, 2017). Z transgennich modeld vyuZivajicich
potkana lze jmenovat model McGill, nesouci mutaci APP a vykazujici alterace
v kognitivnich 1 nekognitivnich behavioralnich doménach (Petrasek et al., 2018). Genetické
modely vSak odrazeji spiSe familiarni formu AD, mohou postradat diilezZité aspekty jako
neurodegeneraci a atrofii mozkovych struktur (Drummond and Wisniewski, 2017) a jejich
validita je nékterymi autory zpochybiniovana (Krstic and Knuesel, 2013). Alternativni
modely AD a souvisejiciho kognitivniho deficitu nezahrnujici genetickou modifikaci
vyuzivaji hlavné potkana a mohou byt vyvolany i. c. v. infuzi amyloidu beta samostatné
(Nitta et al., 1994) nebo spolecné s prooxidacnimi slouceninami v podobé tzv. modelu
Samaritan (Petrasek et al., 2016), infuzi streptozotocinu ovlivilujici energeticky
metabolismus (Lannert and Hoyer, 1998) nebo kyseliny okadaové zpiisobujici
hyperfosforylaci tau (Zhang and Simpkins, 2010). VétSina modelti odraZzi pouze Cast
patofyziologickych znakli AD a pfi volbé modelu pro farmakologické studie by mél byt
zohlednén 1 mechanismus uc¢inku testované latky. Dale budou podrobné&ji popsany
farmakologicky indukované modely pouzité v této praci: komplexni model neurodegenerace
a kognitivniho deficitu vyvolany trimethylcinem (TMT), a model cholinergni dysfunkce

vyvolany skopolaminem u potkana.
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1.7.1 Model kognitivniho deficitu a hipokampalni neurodegenerace
indukovany trimethylcinem u potkana

Trimethylcin (TMT) je organokovova sloucenina, kterd po jednorazové systémové aplikaci
vyvolava selektivni poSkozeni limbického systému, prfedevsim hipokampu, a behavioralni
zmény vcetné kognitivniho deficitu u laboratornich hlodavet (Balaban et al., 1988; Brown
etal., 1979; Earley et al., 1992; Lalkovicova et al., 2016; Robertson et al., 1987). Lokalizace
(Peng et al., 2015; Schuff et al., 2009) a projev poskozeni tedy napodobuje situaci u pacienta
s AD a TMT je pouzivan jako model neurodegenerace asociované s kognitivnim deficitem
(Geloso et al., 2011). Kromé toho model replikuje dalsi rysy pfitomné u AD: vyraznéjsi
poskozeni u starsich zvitat (Scallet et al., 2000), ucast oxida¢niho stresu (Kaur and Nehru,
2013), mitochondridlni dysfunkce (Misiti et al., 2008) a aktivace mikroglii (Brabeck et al.,
2002) a astrocytil (Brock and O’Callaghan, 1987). Déle byla zjiSténa i alterace exprese APP,
presenilinu 1 (Little et al., 2012; Nilsberth et al., 2002) a tau (Anderson et al., 1992).
Neurodegenerace indukovana jednorazovou aplikaci TMT ma navic u potkana progresivni
charakter a probihd po dobu n¢kolika tydnt (Brock and O’Callaghan, 1987; Brown et al.,
1979; Latini et al., 2010; Whittington et al., 1989), pravdépodobné diky afinit¢ TMT
k hemoglobinu a tedy prolongované eliminaci (Kaur and Nehru, 2013; Koczyk, 1996).

Na behaviordlni trovni zpisobuje aplikace TMT tzv. ,,TMT syndrom*, ktery zahrnuje
projevy agrese, hyperexcitability, hyperaktivity, tremor, spontanni zachvaty a kognitivni
deficit v ilohdch zamétenych na prostorovou kognici (Morrisovo a Bielovo vodni bludiste),
kratkodobou pamét’ (T bludisté) a asociativni uceni (pasivni a aktivni vyhybani, strachové
podminovani). Tyto projevy byvaji nejcastéji pozorovany 3.-21. den po aplikaci TMT
a né¢které z nich mohou ptetrvavat i pozdé€ji (Brown et al., 1979; Earley et al., 1992; Ishida

et al., 1997; Kaur and Nehru, 2013; Lalkovicova et al., 2016; Takahashi, 2004).

Na histologické urovni neurodegenerace selektivné zasahuje limbicky systém vcetné
entorinalni a piriformni kiiry, amygdaly a zejména hipokampu (Balaban et al., 1988; Brown
et al., 1979). Jednotlivé hipokampdlni neurondlni populace vykazuji rtiznou senzitivitu
k neurotoxickym u¢inkiim TMT, ktera je dale ovlivnéna pozici podél septotemporalni osy
hipokampu (Chang, 1986). Vysoce senzitivni oblast predstavuje cornu Ammonis (CA) 3
v dorzalnim hipokampu a zejména jeji podoblast CA3c (¢ast CA3 obklopena dorzalnim
a ventralnim listem gyru dentatu) tamtéz, kterda muze byt v disledku neurodegenerace

prakticky eliminovéana (Robertson et al., 1987; Whittington et al., 1989). Degenerace mtize
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na makroskopické urovni rezultovat ve snizeni objemu hipokampu a alteraci dal$ich jeho

morfologickych parametra (Brown et al., 1979; Dyer et al., 1982; Robertson et al., 1987).

Mechanismus U¢inku TMT je komplexni a ne zcela prozkoumany. Nutnou, ale
pravdépodobné nikoli postacujici podminkou senzitivity neuroni k TMT je exprese
mitochondrialniho proteinu stanninu, se kterym TMT interaguje (Buck et al., 2004;
Davidson et al., 2004; Thompson et al., 1996). Procesy vedouci v konecném disledku
k bunééné smrti zahrnuji oxidacni stres, naruSeni funkce mitrochondrii a zvySeni
intraceluldrni hladiny Ca®" (Geloso et al., 2011). V souladu s tim byl prokazéan terapeuticky
pusobicich na zédkladé normalizace neurotransmise (Corvino et al., 2013). V TMT modelu
byly popsany i alterace neurotransmiterovych systémii: glutamatergniho, GABAergniho,
cholinergniho i monoaminergniho. Popsané ndlezy naznacuji zvySenou hladinu glutamatu
(Aschner et al., 1992; Dawson et al., 1995) a snizenou hladinu GABA v hipokampu (Earley
et al., 1992). Tyto zmény pravdépodobné pfispivaji ke kognitivnimu deficitu, jelikoz
agonisté GABAA receptorti (O’Connell et al., 1994) nebo antagonisté NMDA receptorti
(Earley et al., 1990) mohou TMT-indukovany kognitivni deficit zmirfiovat. Zda zmény
neurotransmise prispivaji i k neurodegeneraci, nebo jde spiSe o sekudarni jev, neni zcela

ziejmé (Corvino et al., 2013; Gunasekar et al., 2001; Koczyk, 1996; Zimmer et al., 1985).

1.7.2 Model kognitivniho deficitu a cholinergni dysfunkce indukovany
skopolaminem u potkana

Cholinergni inervace hipokampu a kiiry moduluje neurondlni excitabilitu a tim i procesy
uceni a paméti (Fadda et al., 2000; Flicker et al., 1983; Shinoe et al., 2005; von Linstow
Roloff et al., 2007). V téchto procesech byla prokazana ucast muskarinovych cholinergnich
receptorti (Leaderbrand et al., 2016; Mitsushima et al., 2013; Shinoe et al., 2005). V souladu
s tim je mozno u zdravych dobrovolnikii nebo u laboratornich zvifat aplikaci centralné
ucinnych antagonistli muskarinovych receptorti do¢asné indukovat kognitivni deficit (Laczé
et al., 2017; Misik et al., 2018; von Linstow Roloff et al., 2007). K tomuto ucelu se ¢asto
pouziva akutni aplikace skopolaminu, rostlinného alkaloidu plisobiciho jako kompetitivni
antagonista muskarinovych receptorti v§ech subtypti (M1-M5) (Bolden et al., 1992; Hulme
et al., 1978). Skopolaminovému modelu kognitivniho deficitu byla vénovana velka
pozornost po piedstaveni cholinergni hypotézy kognitivnich poruch ve stati (Bartus et al.,
1982). Pies pozd¢jsi formulaci dalSich hypotéz vzniku AD a souvisejici reevaluaci role

cholinergni dysfunkce coby pouze jednoho z vice faktort ptitomnych pii AD, i objasnéni
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nékterych limitaci skopolaminem indukovaného modelu, ma tento model stale své misto

v preklinickém testovani novych farmak pro 1é€bu AD na bazi inhibitord AChE.

Skopolamin vyvolava u laboratornich hlodavct kognitivni deficit v ilohdch zaméfenych na
dlouhodobou 1 kratkodobou prostorovou pamét (Morrisovo vodni bludisté, aktivni
alotetick¢é vyhybani mistu, radialni bludisté), epizodickou pamét (rozpoznani objektu)
a asociativni uceni (pasivni vyhybani, strachové podminiovani) (Entlerova et al., 2013; Kim
and Ryu, 2008; Lacz¢ et al., 2017; Puri et al., 2014; Rashid and Ahmed, 2019; Vales and
Stuchlik, 2005; Zhang and O’Donnell, 2000). Vedle procesii ueni a paméti ma skopolamin
negativni vliv i na souvisejici kognitivni aspekty jako je pozornost (Cheal, 1981). V tllohach
zamétenych na prostorovou pamét’ skopolamin ovliviiuje zejména samotny proces uceni
(akvizice) (Bejar et al., 1999; Kim and Ryu, 2008); vybaveni jiz diive nauc¢eného (retrieval)
se jevi méné senzitivni (Buresova et al., 1986; Kim and Ryu, 2008). K deficitu prostorové
paméti ve skopolaminovém modelu z4dsadné ptispiva naruSeni cholinergni neurotransmise
v hipokampu (Antonova et al., 2011; Blokland et al., 1992; Rashid and Ahmed, 2019). Vedle
kognitivniho deficitu mize opakovana nebo i jednorazova aplikace skopolaminu vyvolat
1 dal8i procesy ptfitomné u AD, jako oxidacni stres, (Pattanashetti et al., 2017; Puri et al.,
2014; Upadhyay et al., 2018), ovlivnéni hladin amyloidu beta, tau proteinu a jeho
hyperfosforylaci (Bihaqi et al., 2012; Brunson et al., 2001; Khan and Fatima Shad, 2020;
Pattanashetti et al., 2017), neuroinflamaci (Ahmad et al., 2014) a degeneraci korovych

a hipokampalnich neuront (Bihaqi et al., 2012; Pattanashetti et al., 2017).

Kognitivni deficit indukovany skopolaminem je moZno zmirnit aplikaci inhibitorit AChE
véetné klinicky pouZivaného donepezilu, galantaminu a rivastigminu. Po aplikaci téchto
latek mtize dale dochazet i k normalizaci aktivity AChE, snizeni oxida¢niho stresu a snizeni
koncentrace amyloidu beta (Bejar et al., 1999; Busquet et al., 2012; Janas et al., 2005; Laczo
et al., 2017; Pattanashetti et al., 2017). Mechanismem redukce kognitivniho deficitu
inhibitory AChE je pravdépodobné ¢astecné vytésnéni skopolaminu z vazby na receptor

v disledku kompetice se zvySenym mnozstvim acetylcholinu (Janas et al., 2005).

Nevyhodu modelu muize piedstavovat nizka selektivita ucinku pro kognitivni funkce.
Ovlivnénim muskarinovych receptorti riznych subtypii (Bolden et al., 1992) v centralni
iperiferni nervové soustavé muze systémova aplikace skopolaminu vyvolavat
1 parasympatolyticky efekt, hyperlokomoci (Sipos et al., 1999) nebo senzomotoricky deficit
s nejasnym vlivem na vykon zvifat v kognitivnich testech (Saucier et al., 1996; von Linstow

Roloff et al., 2007). Vhodngjsi alternativu modelu by dle nékterych autort mohlo
35



pfedstavovat podani selektivnich antagonistii M1 receptorti (Klinkenberg and Blokland,

2010); vysledky studii vSak nejsou ptilis presvédcéivé (Popelikova et al., 2018).

1.8 Vybrané behavioralni ulohy

1.8.1 Morrisovo vodni bludisté

Morrisovo vodni bludisté¢ (Morris Water Maze, MWM) je dobie etablovana a b&zné
vyuzivand behavioralni metoda hodnoceni prostorové kognice laboratornich hlodavci.
Uloha vyuziva averzivni motivace a tikolem zvifete je nalezeni ostriivku skrytého pod vodni
hladinou v nédrzi kruhového pidorysu (Morris, 1984, 1981; Vorhees and Williams, 2006).
V zakladni verzi ulohy, predstavené R. Morrisem v 80. letech 20. stoleti, je poloha ostrivku
neménna (zpravidla ve stfedu jednoho z kvadrantil) a zvife je opakované vypousténo
z riznych mist na periferii bazénu (Morris, 1981). ReSeni ulohy zavisi na schopnosti
alocentrické (alotetické) navigace, tedy prostorové navigace s vyuzitim vzdalenych
orientacnich bodt (Morris, 1984; Vorhees and Williams, 2014). Kli¢ovou strukturu pro
feSeni ulohy pfedstavuje hipokampus (Florian and Roullet, 2004; Morris et al., 1982).
Zakladnimi parametry kognitivniho vykonu zvitat jsou latence a dréha do nalezeni ostrivku
(Morris, 1984; Vorhees and Williams, 2006). Kromé popsané zékladni verze MWM,
nazyvané n¢kdy jako verze pro dlouhodobou nebo pro referencni pamét’, byly predstaveny
1 modifikace Ulohy urcené pro testovani pracovni paméti, kognitivni flexibility a dalSich

aspektli (Morris, 1984; Vorhees and Williams, 2006).

Uloha tedy umoziuje identifikaci deficitu prostorové orientace a uleni, fenoménd
pfitomnych u pacientli s AD, a byva vyuZivana k testovani terapeutického ucinku farmak
v animalnich modelech kognitivniho deficitu. Pro transla¢ni validitu ulohy svéd¢i vysledky
z analogické ulohy urcené pro testovani lidskych subjektii, rovnéz zaloZzené na lokalizaci
skrytého cile s vyuzitim vzdalenych orientacnich znacek v redlném prostoru ve specialni
arén¢ (tzv. Blue Velvet Arena) nebo ve virtudlnim prostoru v pocitacové verzi, kdy v obou

téchto verzich byl prokazan deficit alotetické orientace u pacientli s AD (Kalova et al., 2005).

1.8.2 Dalsi behavioralni ulohy

Jinou relevantni kognitivni llohou je kontextualni strachové podminovani, iloha zaloZzena
na asociaci nepodminéného stimulu (nepfijemny podnét) s prostiedim (kontextem), kde byl
tento podnét aplikovan. Opétovné vystaveni kontextu pak vede u intaktnich zvifat
k projeviim tzv. freezingu, tedy absence pohybu, odrazejicim strachovou reakci a tedy

intaktni schopnost u¢eni (Curzon et al., 2008).
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V odivodnénych piipadech byly v praci vyuzity i nekognitivni tllohy. Jednou z nich je test
otevireného pole, jenz slouzi ke studiu spontanni lokomocni aktivity v novém prostiedi

(Walsh and Cummins, 1976).

Dalsi Glohu ptedstavuje test prepulzni inhibice akustické uilekové reakce (PPI). Ulekova
reakce je reflexni odpovéd’ na nahly intenzivni stimul. PPI oznacuje fyziologické snizeni
amplitudy ulekové reakce, zptisobené prezentaci stimulu (prepulzu) niz8i intenzity,
samostatné nedostacujiciho k vyvoldni tulekové reakce, bezprostiedné pied zvukovym
stimulem (pulzem) vyvolavajicim Uulek (obr. 5). Tento fenomén je métitkem
senzorimotorického zpracovani (gatingu) a je zprostiedkovan mozkovym kmenem

za modulace limbickymi strukturami (Hoffman and Searle, 1965; Kohl et al., 2013).

Stimul Ulekova reakce

Prepulz  Pulz

Obr. 5 Schématické znazornéni principu prepulzni

inhibice tulekové reakce. a: Prezentace zvukového

pulzu vyvola tlekovou reakci (motorickou odpoved).

b: Prezentace prepulzu nizsi intenzity bezprostiedné

pred pulzem vede u zdravého zvifete k prepulzni

inhibici lekové reakce, tj. snizeni amplitudy motorické

odpovédi. Upraveno dle (Kohl et al., 2013).
VyvySené kiizové bludisté je bézn€ vyuzivana uloha k hodnoceni anxiety laboratornich
hlodavcii. Uloha je zaloZena na pfirozené preferenci tmavych uzavienych prostor a averzi
k otevienym prostoram, a konfliktu téchto tendenci s pfirozenou exploracni aktivitou.
Podani anxiolytik ma za nésledek intenzivnéj$i exploraci otevienych ramen bludisté a tedy

1 prodlouzeni doby zde stravené (Pellow et al., 1985; Walf and Frye, 2007).
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2 CILE PRACE A HYPOTEZY

Nedilnou soucast preklinickych testd novych latek s potencidlem pro 1écbu AD predstavuje
testovani UCinnosti v animalnich modelech kognitivniho deficitu. Vzhledem
k multifaktorialni povaze AD je v soucasné dob¢ v ramci vyvoje novych farmakologickych
ptistupli vénovana pozornost konceptu simultanniho ovlivnéni vice relevantnich cila ¢i
patofyziologickych drah, potencidlné¢ umoziujicimu vylepSeni celkového terapeutického
efektu. Uvedeného lze docilit prostfednictvim kombinované terapie nebo multipotentnich

sloucenin.

Celkovym cilem prace proto bylo posouzeni Gi€innosti vybranych multipotentnich slouc¢enin
a kombinované aplikace v modelech kognitivniho deficitu u laboratorniho potkana
a charakterizace behavioralnich uc¢inkti téchto latek. Obecnym mechanismem ucinku
spoleénym pro testované latky je pilisobeni na neurotransmiterové systémy mozku:
glutamatergni, GABAergni a/nebo cholinergni systém. Dil¢i experimenty provedené
v ramci této prace jsou rozdeleny do tii tematickych okruhti (Experiment 1, Experiment 2,

Experiment 3).

2.1 Experiment 1: Uéinek MK-801, midazolamu a jejich koaplikace v modelu

neurodegenerace a kognitivniho deficitu indukovaném trimethylcinem

Dle recentnich preklinickych poznatki by se v 1é€bé AD mohly vedle antagonisti NMDA
receptorti potencialné uplatnit 1 pozitivni alosterické moduladtory GABAA receptort. Lze
predpokladat, ze pti koaplikaci by tyto typy latek mohly ptlisobit synergisticky ve smyslu
obnovy rovnovahy excitace a inhibice a nasledného zmirnéni kognitivniho deficitu. Tato
Cast prace se proto zabyvd porovnidnim ucCinku experimentdlni kombinované terapie
antagonisty NMDA receptort (MK-801) a pozitivhimi modulatory GABAA receptort
(midazolam) s ucinky monoterapie v animalnim modelu kognitivniho deficitu
a hipokampalni neurodegenerace vyvolaném TMT. Pozitivni vysledky by mohly byt
podnétem pro dalsi budouci vyzkum s perspektivou vyvoje MTDL.

2.1.1 Hypotéza
Kombinovana aplikace MK-801 a midazolamu povede k vyraznéjSimu terapeutickému

efektu, nez monoterapie témito latkami.
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2.1.2 Cile prace

Cilem Experimentu 1 bylo:

zavést model kognitivniho deficitu u potkana vyvolany TMT na nasem pracovisti;

- porovnat u¢inek MK-801, midazolamu a jejich koaplikace v modelu kognitivniho
deficitu indukovaném TMT v ulohach MWM a kontextudlni strachové podminovani;

- pomoci kontrolnich behaviordlnich procedur vyloucit vyznamné ovlivnéni vykonu
zvifat v kognitivnich tlohdch nespecifickymi u¢inky TMT na celkovy zdravotni
stav;

- porovnat vliv MK-801, midazolamu a jejich koaplikace na TMT-indukovanou

neurondlni degeneraci v dorzalnim hipokampu, a to s vyuzitim stereologického

odhadu neurondlni denzity v oblasti CA2/3 a dale i morfometrickych analyz

dorzélniho hipokampu a histochemického znaceni degenerujicich neuroni.

2.2 Experiment 2: Uéinek multipotentnich takrinovych derivatt inhibujicich
acetylcholinesterazu v modelu kognitivniho deficitu indukovaném

skopolaminem

Inhibitory AChE mohou prostfednictvim facilitace cholinergni neurotransmise zmirfiovat
projevy kognitivniho deficitu v klinické praxi i v animalnich modelech. Inhibice AChE ¢asto
predstavuje jeden z mechanismii u¢inku nové vyvijenych multipotentnich sloucenin.
Experiment 2 byl zaméfen na testovani i€innosti nove syntetizovanych takrinovych derivati
s vlastnostmi MTDL: heterodimeru 6-chlorotakrinu s 6-nitrobenzothiazolem (latka 10w,
Experiment 2A) nebo s L-tryptofanem (latka S-K1035, Experiment 2B). Spole¢nou
vlastnosti téchto latek, podstatnou pro tuto praci, je inhibi¢ni piisobeni na AChE. Uginek
latek byl studovan v modelu kognitivniho deficitu vyvolaném skopolaminem, jehoZz
podkladem je disrupce cholinergni neurotransmise. Vedle nami analyzovaného ucinku na
cholinergni systém tyto MTDL disponuji i inhibi¢nim piisobenim vi¢i agregaci amyloidu
beta a nékterymi z dalSich ucinkl potencialné relevantnich pro 1é€bu AD (inhibice nNOS,

inhibice ABAD).
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2.2.1 Experiment 2A: Uéinek dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu
v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

2.2.1.1 Hypotéza

Aplikace dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu (latka 10w) jakozto inhibitoru

AChE povede ke zmirnéni kognitivniho deficitu indukovaného skopolaminem.

2.2.1.2 Cile prace
Cilem Experimentu 2A bylo:
- orientacné zjistit maximalni tolerovanou davku testované latky 10w;
- prozkoumat ucinek latky 10w v modelu kognitivniho deficitu vyvolaném

skopolaminem v uloze MWM a porovnat jej s u¢inkem takrinu.

2.2.2 Experiment 2B: Uéinek dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu

v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

2.2.2.1 Hypotéza
Aplikace dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu (latka S-K1035) jakozto inhibitoru AChE

a BChE povede ke zmirnéni kognitivniho deficitu indukovaného skopolaminem.

2.2.2.2 Cile prace
Cilem Experimentu 2B bylo:
- zjistit uinek latky S-K1035 v modelu kognitivniho deficitu vyvolaném skopola-
minem v uloze MWM;

- ovéfit vliv samotné latky na chovani zdravych zvitat v tloze MWM.

2.3 Experiment 3: Behavioralni uc¢inky takrinovych derivata inhibujicich

acetylcholinesterazu a NMDA receptory

Inhibitory AChE 1 antagonisté NMDA receptorti disponuji potencidlem pro lé¢bu AD
a jejich uc¢inky se mohou vhodné dopliiovat. Mnozi zastupci antagonisti NMDA receptort
vSak vykazuji zavazné nezadouci psychotomimetické tc¢inky, které znemoznuji klinické
vyuziti a u laboratornich hlodavcl se projevuji mimo jin€ jako hyperlokomoce a naruseni
prepulzni inhibice ulekové reakce. Screening behaviordlnich Uc€inkti proto v ptipadé
antagonistt NMDA receptorii pfedstavuje integralni soucéast preklinického vyzkumu,
predchazejici testim terapeutické uCinnosti. Predmétem této Casti prace je proto

charakterizace behavioralnich U¢inki novych monotakrinovych derivati plisobicich jako
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inhibitory AChE a antagonist¢ NMDA receptort (7-fenoxytakrin, Experiment 3A, a série
latek pracovné nazvanych K1575, K1576, K1578, K1592, K1594 a K1599, Experiment 3B).

2.3.1 Experiment 3A: Behavioralni u€inky 7-fenoxytakrinu

2.3.1.1 Hypotéza
Vzhledem ke zndmym vedlej§im uGCinkiim antagonisti NMDA receptori by se u 7-

fenoxytakrinu dalo oc¢ekavat riziko indukce hyperlokomoce, a dale anxiolytické ucinky.

2.3.1.2 Cile prace
Cilem Experimentu 3A bylo:

zjistit vliv 7-fenoxytakrinu na lokomocni aktivitu zdravych potkant;

- zjistit vliv 7-fenoxytakrinu na hyperlokomoci indukovanou antagonistou NMDA
receptori MK-801;

- zjistit vliv 7-fenoxytakrinu na anxietu u zdravych potkan;

- zjistit vliv koaplikace 7-fenoxytakrinu a MK-801 na anxietu.

2.3.2 Experiment 3B: Behavioralni u€inky série monotakrinovych derivatu
2.3.2.1 Hypotéza

Vzhledem ke znamym nezaddoucim ucinkiim antagonisti NMDA receptori by se dalo
u studovanych latek (nové derivaty takrinu nazvané K1575, K1576, K1578, K1592, K1594
a K1599) ocekdvat riziko psychotomimetickych ucinkii, manifestovanych jako hyper-

lokomoce a deficit prepulzni inhibice tlekové reakce.

2.3.2.2 Cile prace
Cilem Experimentu 3B bylo:
- zjistit vliv testovanych latek na lokomocni aktivitu;

- zjistit vliv testovanych latek na prepulzni inhibici tlekové reakce.
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3 METODIKA

3.1 Obecné metodické pristupy

3.1.1 Zvirata

Ve vsech experimentech byli pouziti dospé€li samci potkana kmene Wistar. Vek, hmotnost
a dodavatel zvifat 1 pocet zvifat v experimentalnich skupindch v ramci jednotlivych
experimentl jsou specifikovany nize. Potkani byli ustdjeni v prithlednych plastovych klecich
(20 x 25 x 40 cm) umisténych v klimatizovaném zvifetniku s konstantni teplotou (22 °C),
vlhkosti vzduchu (50-60 %) a 12h svételnym cyklem (svételna faze: 6.00-18.00 h). Voda
a krmivo byly k dispozici ad libitum. Pokud neni uvedeno jinak (Experiment 1), potkani byli
ustdjeni v parech. Experimenty byly zahajeny po uplynuti sedmidenni navykaci doby

a probihaly ve svételné ¢asti dne.

Vsechny experimenty byly provadény v souladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady
2010/63/EU o ochrané zvifat pouzivanych pro védecké uéely a zdkonem Ceské narodni rady

¢. 246/1992 Sb. na ochranu zvitat proti tyrani.

3.1.2 Morrisovo vodni bludisté: aparatura, zakladni postup a parametry

Aparatura pro MWM sestavala z modrého plastového kruhového bazénu o praméru 180 cm
naplnéného vodou (hloubka 28 cm) o definované teploté, zbarvenou malym mnozstvim
netoxické Sedé barvy. V bazénu byla ve stfedu urceného kvadrantu umisténa ploSina
(,;ostrivek*) kruhového pidorysu (pramér 10 cm) z prihledného plastu, ponofena 1 cm pod
vodni hladinou. Ukolem zvifat bylo naugit se tento ostriivek nalézt. Ve viech experimentech
byla pouzita zékladni verze ulohy s konstantni pozici skrytého ostritvku po celou dobu
experimentu. Experiment probihal béhem ¢tyt po sobé nasledujicich dni. Kazdy den zvirata
absolvovala dany pocet plaveb (dle jednotlivych experimentl). Zvifata byla vypousténa do
vody z riznych startovnich mist na periferii bazénu (oznacenych podle svétovych stran), a to
hlavou smérem k vnitini sténé bazénu. Casovy limit pro jednu plavbu byl 60 s. Pokud zviie
nenaslo ostrivek v ¢asovém limitu, bylo na ostriivek navedeno experimentitorem.
Konkrétni experimentalni design pouzity u jednotlivych experimentli je popsan niZe

v ptislusnych kapitoléach.

K zaznamenavani polohy potkana béhem experimentu slouzila kamera umisténa nad
sttedem bazénu, pfipojend k digitdlnimu systému (iTrack, Biosignal Group, New York, NY,

USA) umoznujicimu zaznam pozic potkana se vzorkovaci frekvenci 25 Hz. Data byla
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pozd¢ji analyzovana pomoci programu Carousel Maze Manager 0.4.0 (Bahnik, 2014).
Sledovanymi parametry kognitivniho vykonu pfi tréninkovych plavbéach byla latence a draha
urazena potkanem do nalezeni ostrivku (nebo do uplynuti ¢asového limitu plavby).
Vyhodou drahy je mensi riziko jejiho ovlivnéni rychlosti pohybu zvifete (Vorhees and
Williams, 2006). Dréha byla definovana jako soucet vzdalenosti mezi pozicemi potkana
snimanymi v 1s intervalech. Ve vybranych pfipadech byla analyzovana i primeérna
vzdalenost od ostrivku (primér vzdalenosti pozic zvifete od ostrivku, snimanych
s vzorkovaci frekvenci kamery béhem celé plavby), kterd pfedstavuje méné casto vyuzivany
parametr, ale dle n¢kterych autorl presnéji odrazi prostorovou strategii u¢eni (Whiting and
Kokiko-Cochran, 2016). Zvifata s naruSenou schopnosti alotetické orientace mohou
zaujimat rGzné alternativni neprostorové strategie (naptf. pohyb v kruzich v urcité
vzdélenosti od stény bazénu — ,,circling®), které mohou obcas vést ke spiSe nahodnému
nalezeni ostriivku (Gallagher et al., 1993). Na rozdil od latence neni primérna vzdalenost od
ostrivku ovlivnéna témito situacemi (Whiting and Kokiko-Cochran, 2016). VSechny vyse
jmenované parametry jsou vyjadieny jako primér hodnot ze vSech plaveb za dany den.

V Experimentu 1 byly analyzovany i dal§i parametry, které budou popsany niZe.

3.1.3 Statistické vyhodnoceni

Ke statistické analyze byl pouzit program GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, USA).
V ptipadé Experimentu 3B byla pouzita verze GraphPad Prism 8. Rozdily byly povaZovany
za vyznamné pii p < 0,05. Symboly (*, #) v grafech oznacuji statistickou signifikanci, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Pokud neni uvedeno jinak, sloupcové grafy ukazuji
skupinovy pramér + stfedni chyba priméru (SEM). Statistické metody pouzité pti analyze

jednotlivych experimentii jsou popsany v ptislusnych oddilech.

3.2 Experiment 1: Uéinek MK-801, midazolamu a jejich koaplikace v modelu

neurodegenerace a kognitivniho deficitu indukovaném trimethylcinem

3.2.1 Zvirata, aplikace latek a design experimentu

Bylo pouzito 32 zvitat (1011 tydni, 380—490 g) z chovu Fyziologického tstavu AV CR.
Uzké vékové rozmezi 10-11 tydnil pii vstupu do experimentu bylo zvoleno na zakladé
vysledkt pilotnich experimentl a bylo peclivé dodrzeno kviili vékové zavislosti u¢inku TMT
(Scallet et al., 2000). Z davodu mozného rozvoje agresivity po aplikaci TMT (Brown et al.,
1979; Kaur and Nehru, 2013) byla zvifata ode dne aplikace TMT ustajena samostatné.
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Potkani byli pseudondhodné rozdéleni do péti skupin dle aplikovanych latek: FYZ
(fyziologicky roztok), TMT, TMT + MK-801, TMT + midazolam, TMT + MK-801 +
midazolam. Na pocatku experimentu (oznaceno den 0) byl zvifatim i. p. injikovan TMT
v davce 8 mg/kg télesné hmotnosti (trimethylcin chlorid, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA; hmotnost TMT vyjadiena jako celkova stl, rozpustény v 0,9% fyziologickém roztoku,
8 mg/ml). Davka TMT byla zvolena na zékladé¢ literatury (Balaban et al., 1988; Earley et al.,
1990; O’Connell et al., 1994). Kontrolni zvitata (skupina FYZ) obdrzela odpovidajici objem
fyziologického roztoku. MK-801 v davce 0,1 mg/kg/den ((+)-MK-801 hydrogen maleat,
Sigma-Aldrich, rozpustény ve fyziologickém roztoku, 0,1 mg/ml), midazolam v davce
5 mg/kg/den (midazolam hydrochlorid, Dormicum, Roche, Praha, CR; 5 mg/ml) nebo oboji
byly aplikovany zvifatim z piisluSnych skupin 30 min ptfed aplikaci TMT v den 0 a poté
denné az do dne 11. Kontrolnim zvitatim (FYZ) a zvitatim ze skupiny TMT byl aplikovan
fyziologicky roztok. VSechny latky byly podavany i. p. Po ukonceni protektivni aplikace
nasledovaly behavioralni testy a odbér materialu pro histologii. Pro ptehlednost je zafazen

obr. 6, ukazujici ¢asové schéma experimentu.

Pocet zvifat ve skupinach byl: 7 (FYZ), 8 (TMT), 6 (TMT + MK-801), 6 (TMT +
midazolam) a 5 (TMT + MK-801 + midazolam).

Aplikace MK-801 nebo/a midazolamu

Behavioralni testy
(den O—den 11)

f 1‘

Aplikace TMT Perfuze
(den 0) (den 28)

Obr. 6 Schéma casového uspotradani experimentu.

3.2.2 Morrisovo vodni bludisté: postup a parametry

Testovani prostorové paméti v MWM bylo zahdjeno 12. den po aplikaci TMT a probihalo
beéhem Ctyt po sobé nasledujicich dnti. Kazdy den zvifata absolvovala 8 tréninkovych plaveb
z riznych startovnich mist (v pseudondhodném potadi: SZ, SV, 1V, Z,J, S, JZ, E). Ostravek
byl umistén v JZ kvadrantu, teplota vody byla 21-22 °C. Posledni den MWM byla po
absolvovani tréninkovych plaveb provedena tzv. zkuSebni plavba (probe trial): ostriivek byl
odstranén a zvife bylo na 30 s vypusténo do bazénu. Nasledovala plavba s viditelnym
ostrivkem, kdy byl ostriivek vracen na plivodni pozici, vyvysen 1 cm nad hladinu a opatien

kontrastnim okrajem pro lepsi viditelnost. Casovy limit pro tuto plavbu byl 60 s.
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Analyzovanymi parametry tréninkovych plaveb byly draha, latence a primérna vzdalenost
od ostritvku. Kromé toho byla vypoctena tzv. kumulativni latence (soucet latenci vSech
plaveb ze 3. a 4. dne MWM) jako méftitko nejlepsiho dosazeného vykonu (Matéffyova et al.,
2006). Tyto dny byly zvoleny na zaklad¢ dosazeni asymptotické trovné vykonu ve vSech
skupinach (mezi vykonem dané skupiny 3. a 4. den MWM nebyl statisticky vyznamny
rozdil; platilo pro drahu i latenci; dvoucestna analyza rozptylu (ANOVA) s opakovanymi
méfenimi a Bonferroniho post hoc testy). Pfi zkuSebni plavbé bylo analyzovéano procento
Casu straveného v cilovém kvadrantu, kde byl ptivodné umistén ostrivek, jako dalsi parametr
prostorové paméti (Morris, 1984; Vorhees and Williams, 2006). Plavba s viditelnym
ostrivkem byla kontrolni procedurou k provéfeni mozné piitomnosti nekognitivnich
fenomént (napt. zmény motivace nebo motorickych a senzorickych funkci), které by mohly
nespecificky ovlivnit hodnoty kognitivnich parametri; zavislou proménnou byla latence
nalezeni ostriivku. ZhorSend vykonnost v tréninkovych plavbach v MWM doprovazena
intaktnim vykonem v testu s viditelnym ostrivkem naznacuje selektivni poskozeni
kognitivnich funkci (Morris, 1984), zatimco za soucasného naruSeni schopnosti nalezeni
viditelného ostrivku nelze klicovou roli kognitivniho deficitu potvrdit (Vorhees and

Williams, 2006).

3.2.3 Test otevieného pole

Test otevieného pole posuzujici spontanni lokomocni aktivitu slouzil jako kontrolni
procedura a byl opakovan v tydennich intervalech: v den 0 pfed podanim TMT, dale v den 7,
den 14 aden 21. Byla pouzita aparatura TSE Multi Conditioning System (TSE Systems, Bad
Homburg, Némecko) ¢tvercového ptidorysu (44 x 44 cm) s odpovidajicim softwarem (TSE
ActiMot). Aktivita zvifete byla sledovana po dobu 10 min. Zavislou proménnou
ptedstavovala draha, kterou zvite urazilo. Pro poruchu aparatury bylo jedno zvite ze skupiny

FYZ a jedno zvite ze skupiny TMT vylouceno z nasledné analyzy.

3.2.4 Kontextualni strachové podminovani

Byla pouzita aparatura TSE Multi Conditioning System se softwarem TSE ActiMot,
umoziujici administraci elektrického impulsu i1 néslednou analyzu aktivity zvifat pomoci
infracervenych senzorti. Experiment probihal 17. a 18. den po aplikaci TMT a sestaval ze
dvou fazi. Béhem prvni faze (uceni) bylo zvife na umisténo do testovaciho boxu (44 x 44 cm;
podlazku tvofila mtizka z korozivzdorné oceli). Po 3 min byl prostfednictvim podlazky
administrovan elektricky impuls (1 mA, stejnosmérny, 2 000 ms). Po dalSich 2 min se impuls
zopakoval a poté bylo zvife vyjmuto. Za 24 h nésledovala druha (testovaci) faze, kdy bylo
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zvife na 5 min umisténo do stejného boxu (bez elektrického impulsu) a byla zaznamenavana
jeho pohybova aktivita. Métenou velic¢inou byl freezing, definovany jako absence pohybi
zvifete po dobu vice nez 2 s. Byla analyzovana celkova (kumulativni) doba freezingu béhem

sezeni.

3.2.5 Odbér tkané pro histologii

Osmadvacaty den po aplikaci TMT bylo pfistoupeno k fixaci a odbéru mozkové tkan€ pro
histologické ucely metodou transkardialni perfuze. Pro ucely perfuze byl pfipraven roztok
0,01M fosfatového pufru obohaceného o soli (PBS) a roztok fixativa. Pro pfipravu 110,01M
PBS bylo pouzito 900 ml destilované H>O, 82,5 ml roztoku 1 (pfipraveného smisenim 42,6 g
NazHPOys, 238,4 g NaCl a 3 1 destilované H>0) a 17,5 ml roztoku 2 (pfipraveného smisenim
13,8 g NaH,PO4. H20, 79,5 g NaCl, a 1 | destilované H>O); pH roztoku bylo upraveno na
hodnotu 7,4. Jako fixativum byl pouZit roztok 4% paraformaldehydu a 15% kyseliny pikrové
v 0,15M fosfatovém pufru (pH 7,4). Pro pfipravu 1 1 fixativa bylo rozpusténo 40 g
paraformaldehydu v 200 ml destilované H>O, pridano 20 kapek (cca 750 ul) 8M NaOH,
roztok temperovan na 60 °C a michan do vycefeni. Poté bylo pfiddno 375 ml 0,4M
fosfatového pufru (0,4M fosfatovy pufr byl pfipraven smisenim 46,0 g Na;HPO4, 10,5 g
NaH>PO4. H>0 a 1 1 destilované H,O) a 150 ml nasyceného roztoku kyseliny pikrové (vse
Sigma-Aldrich). Roztok byl doplnén destilovanou H>O na objem 11 a pfefiltrovan. Po
ochlazeni na pokojovou teplotu bylo upraveno pH na hodnotu 7,4 a roztok ochlazen v ledové

lazni.

Pied perfuzi byla zvifata pfedavkovana smési anestetik ketaminu (Narketan, Vétoquinol,
Lure, Francie; 120 mg/kg) a xylazinu (Rometar, Bioveta, Ivanovice na Hané, CR; 6 mg/kg).
Poté byl otevien hrudni koS, podvazana bfisni aorta, prostiizena prava srdecni piedsini a do
levé srde¢ni komory byla zavedena ztupend kanyla a provedeno promyti 0,01M roztokem
PBS (pH 7,4) a poté perfuze vychlazenym roztokem fixativa. Cerpani perfuznich roztokd
zajiStovala peristalticka pumpa (Gilson, Middleton, WI, USA). K perfuzi jednoho potkana
bylo pouzito ptiblizn¢ 100 ml 0,01M PBS a 300 ml roztoku fixativa, pritok byl 50 ml/min.
Nasledné byl vypreparovan mozek a provedena postfixace ponoienim do roztoku fixativa
ptes noc pii 4 °C, poté byly vzorky oplachnuty 0,01M PBS a provedena kryoprotekce
vzestupnou koncentra¢ni fadou (10% a 30%) roztokidi sacharézy v PBS pii 4 °C. Po
dokonceni kryoprotekce (poklesnuti vzorku na dno nadobky s 30% sachar6zou) byly mozky

zmrazeny na suchém ledu a uskladnény pii —80 °C.
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Mozky byly krajeny v koronalni roving na fezy o sile 50 um pomoci kryokatu Leica CM 1850
(Leica Biosystems, Nussloch, Némecko) pii —20 °C. Mozky byly krajeny do Sesti sérii.
Jedna nahodné¢ zvolena série (tj. kazdy 6. fez) byla nasledné pouzita pro Nisslovo barveni.
Po ni nésledujici série byla pouzita na histochemické barveni FluoroJade B a tfeti série na

imunohistochemické barveni neuronalnich jader (NeuN).

3.2.6 Imunohistochemické znaceni neuroni pro stereologickou analyzu

Pro ucely nasledné stereologické kvantifikace byly neurony imunohistochemicky znaceny
protilatkou proti neuronalnimu jadernému antigenu NeuN, jenZ je markerem neuronil
(Mullen et al., 1992). Sekundarni protilatka byla vizualizovana metodou avidin-biotin.

Postup byl modifikovan dle (Krsek et al., 2004).

Histologické tezy byly ¢tytikrat promyty 0,01M PBS (pH 7,6), poté 10 min inkubovany
v 0,15% H20: v 0,01M PBS, ¢tytikrat promyty v 0,01M PBS, inkubovéany po dobu 10 min
v 0,IM glycinua 0,1M lysinu v 0,01M PBS a promyty dvakrat v 0,01M PBS a jednou v 0,3%
Tritonu-100 v 0,01M PBS. Nésledné byly fezy inkubovany po dobu 60 min v roztoku
obsahujicim 2% normalni konské sérum (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA),
0,3% Triton-100 a biotin (250 mg/ml) v 0,01M PBS (blokovani). Néasledovala inkubace po
dobu 72 h v roztoku obsahujicim primarni protilatku (anti-NeuN, mysi monoklonalni, klon
A60, Chemicon International, Temecula, CA, USA, fedéni 1 : 1 000), 1,5% normalni konské
sérum, 0,3% Triton-100 a azid sodny (0,2 mg/ml) v 0,01M PBS pii 8 °C. Poté byly fezy
Ctytikrat promyty v 0,01M PBS a jednou v 0,3% Triton-100 v 0,01M PBS a inkubovany po
dobu 60 min v roztoku obsahujicim sekundarni protilatku (biotinylovany konsky anti-mysi
IgG, BA-2001, Vector Laboratories, fedéni 1 : 200), 1,5% normalni konské sérum a 0,3%
Triton-100 v 0,01M PBS. Poté byly fezy opét Ctytikrat promyty v 0,01M PBS a inkubovany
po dobu 60 min s pouzitim ABC kitu (komplex avidin/biotinylovany enzym; Vectastain
ABC-HRP kit, Peroxidase, Standard, Vector Laboratories) v 0,01M PBS. Po c¢tyfech
promytich v 0,01M PBS a jednom v 0,05M TRIS (pH 7,4) byly sekundéarni protilatky
vizualizovany pomoci 0,05% roztoku 3,3-diaminobenzidinu a 0,01% H>O> v 0,05M TRIS.
Po tfech promytich v 0,01 M PBS byly fezy natazeny na Zelatinou potazena podlozni skla
a ususeny pies noc pii pokojové teploté. Druhy den byly ponofeny do xylenu a s pouzitim
montovaciho média Solakryl BMX (Solakryl, Ceska republika) piekryty krycim sklem.

(Pokud neni uvedeno jinak, vyrobcem chemikalii je Sigma-Aldrich.)
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3.2.7 Nisslovo barveni

Histologické fezy urcené na morfometrické analyzy hipokampu byly obarveny kresylvioleti
(Nisslovo barveni). Rezy byly nataZeny na Zelatinou potazena podlozni skla a ususeny pies
noc pii pokojové teploté. Poté byla skla s fezy inkubovana v 96% etanolu (10 min),
70% etanolu (5 min) a 50% etanolu (5 min), oplachnuta ponofenim v 0,1% CH3COOH,
inkubovéna v roztoku kresylvioleti (Sigma-Aldrich; 0,5% roztok kresylvioleti v 0,1%
CH3COOH), oplachnuta v 0,1% CH3COOH a poté pod tekouci destilovanou vodou.
Nasledovala inkubace 70% etanolu (5 min), 96% etanolu (5 min), xylenu (5 min) a ptekryti

preparatu krycim sklem.

3.2.8 Histochemické barveni Fluoro Jade B

Za tucelem vizualizace degenerujicich neuronli byla jedna série histologickych ftezil
histochemicky barvena anionickym fluorochromem Fluoro jade B (Schmued and Hopkins,
2000a). Rezy byly nataZeny na Zelatinou potazena podlozni skla a usuSeny pies noc pii
37 °C. Druhy den byla skla s fezy inkubovana v absolutnim etanolu (3 min), 70% etanolu
(3 min), oplachnuta v destilované vod¢ (2 min), 0,06% roztoku KMnO4 (15 min) a opét
oplachnuta v destilované vod¢ (2 min). Nasledovala inkubace v 0,001% roztoku Fluoro-
Jade B (Histo-Chem Inc., Jefferson, AR, USA) v 0,1% CH3COOH za tmy za mirného kyvani
(30 min) a oplach v destilované vodé¢ (3x 1 min). Po ususeni pii 37 °C do druhého dne byly
preparaty odvodnény v xylenu a piekryty krycimi skly. Preparaty byly vizualizovany
fluorescenénim mikroskopem Olympus BX53 s filtry FITC. Vzhledem k vysledkiim analyza

sestavala pouze z vizudlniho posouzeni oblasti dorzalniho hipokampu.

3.2.9 Dvoji barveni Fluoro-Jade B a GFAP

V navaznosti na ndlez Fluoro-Jade B pozitivnich objektl astrocytidlni morfologie
v hipokampu zvitat ze skupin TMT, TMT + MK-801, TMT + midazolam a TMT + MK-801
+ midazolam bylo u jednoho zvitete ze skupiny TMT a jednoho kontrolniho ze skupiny FYZ
provedeno dodatecné dvoji barveni Fluoro-Jade B a GFAP za u¢elem objasnéni domnélého
astrocytalniho pivodu pozorovanych objekt. Histologické fezy byly Ctyfikrat promyty
v 0,0IM PBS (pH 7,6), 60 min inkubovany pii pokojové teploté€ v 5% normalnim kozim séru
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) a 0,3% Triton-100 v 0,01M PBS (blokovani),
pifes noc inkubovany pii 8 °C vroztoku s primarni protilatkou (anti-GFAP, kralici
polyklonalni, Z334, Dako Schweiz AG, Svycarsko, fedéni 1 :5000) v 2% kozim sérua 0,3%
Triton-100 v 0,01M PBS. Nasledné byly fezy ctyfikrat promyty v PBS a inkubovany 4 h pfi
pokojové teploté bez ptistupu svétla se sekundarni protilatkou (kozi anti-krali¢i IgG znaceny
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Alexa Fluor Plus 555, A32732, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) v 2% kozim séru a 0,3%
Triton-100 v 0,01M PBS. Poté byly fezy ctyfikrat promyty v PBS, nataZzeny na Zelatinou
potazené podlozni sklo a vysuSeny. Nasledovalo barveni Fluoro-Jade B: inkubace v 70%
etanolu (4 min), destilované vod¢ (2 min), 0,06% roztoku KMnO4 (12 min), destilované
vod¢ (2 min), 0,0001% roztoku Fluoro-Jade B v 0,1% CH3COOH za tmy za mirného kyvani
(20 min) a oplach v destilované vodé (3% 1 min). Nakonec byl preparat prekryt krycim sklem
s vyuzitim média Solakryl. Rezy byly zobrazeny fluorescenénim mikroskopem a byla

vizualn¢€ hodnocena kolokalizace Fluoro-Jade B a GFAP v oblasti hilu gyru dentatu.

3.2.10 Stereologicky odhad neuronalni denzity v oblasti CA2/3 ve vybrané
€asti dorzalniho hipokampu

Hipokampalni neurodegenerace byla kvantifikovana na zdkladé¢ neuronalni denzity.
Analyzovanou oblasti byla pyramidalni vrstva CA2/3 (obr. 7) v ¢asti dorzalniho hipokampu
vymezené vzdalenosti —2,92 az —4,08 od Bregmy dle stereotaktického atlasu mozku potkana
(Paxinos and Watson, 2007). Oblast CA3 je citlivdA na posSkozeni vyvolan¢ TMT
(Whittington et al., 1989) a zéroven i nutna pro feSeni MWM (Florian and Roullet, 2004).
ProtoZe hranice CA3/CA2 neni vzdy snadno detekovatelna, oblast CA2 byla rovnéz zahrnuta
do métené oblasti. Od kazdého zvifete pouzito pét histologickych fezli barvenych NeuN,
levy a pravy hipokampus byly analyzovany zvlast. (Nomenklatura CA3, CA2 dle (Paxinos
and Watson, 2007).)

K analyze poctu neuronil byl vyuzit opticky frakcionator, stereologicka metoda umoznujici
vypocet odhadu celkového poctu bunck v celém objemu studované tkané na zdkladé
stanoveni poctu téchto bun¢k pomoci 3D proby, a sice optického disektoru, ve znamé frakci
objemu tkanég, zvolené systematickym rovnomérnym a ndhodnym vybérem. Pii vhodném
designu experimentu tato kombinace optického disektoru a frakcionatoru umoziuje ziskani
ptesného a nevychyleného (,,unbiased*) odhadu poctu bun¢k (West et al., 1991). Umoznuje
tedy pfesnéjsi a objektivnéj$i hodnoceni neurodegenerace nez semikvantitativni metody

(skorovani poskozeni). Nevyhodou metody je casova narocnost.

Byl pouzit mikroskop Olympus BX51 s motorizovanym stolkem, kamerou a programem
Stereo Investigator (MBF Bioscience, Williston, VT, USA). Po vyznaceni hranic sledované
oblasti v daném fezu (objektiv 10x) probihalo vlastni pocitani neuronti (objektiv 100x,
imerzni) s vyuzitim pocitacich okének o rozmérech 50 x 50 pm. Systematicky rovnomérny

a nahodny vybér vzorkovacich mist zajiStovala ndhodné umisténd miizka o rozmeérech

49



150 x 150 um. Vyska disektoru byla 7 pum. Tloustka tkané byla meéfena na kazdém
vzorkovacim misté. Byly pouzity ochranné zony, aby se zabranilo ovlivnéni vysledku
abnormalitami povrchu tkan¢; vzdalenost ochranné zony byla 0,6 um. Koeficient chyby pro

jedno méfeni (Gundersen, m = 1) byl <0,07.

Vedle odhadu poctu neuront program vypocetl i objem analyzované ¢asti tkan¢. Neuronalni
denzita byla poté vypocitana jako podil stereologického odhadu celkového poctu neuronti
aobjemu analyzované tkané. Pravy a levy hipokampus byl analyzovan samostatné
anasledné¢ byla pro kazdé zvife vypocitdna primérnd hodnota neurondlni denzity ve

studované oblasti a pouzita pro statistickou analyzu.

Obr. 7 Vymezeni oblasti CA2/3 v dorzalnim
hipokampu, v niz byla analyzovana neuronalni denzita.
Korondlni fez, pravy hipokampus, neurony znaceny
imunohistochemicky (NeuN).

3.2.11 Morfometrie vybrané ¢asti dorzalniho hipokampu

Neurodegenerace vyvoland TMT miZe vést k morfologickym alteracim hipokampu (Dyer
et al., 1982). Jako dopliujici parametry hipokampélni degenerace byla proto provedena
nasledujici méfeni. S vyjimkou méteni vysky hipokampu bylo pouzito pét fezii obarvenych
kresylvioleti, odpovidajicich fezim obarvenym NeuN. Pomoci mikroskopu (Olympus
BX53; objektiv 2x) s kamerou (Olympus DP74) a softwarem (Olympus CellSens Dimension
1.18) byly pofizeny mikrofotografie fezt. K meéfeni byl nasledné pouzit software Fiji
(ImageJ 2.0.0, Bethesda, MD, USA). M¢teni byla vzdy provedena pro levy 1 pravy
hipokampus ve vSech analyzovanych fezech a poté byl pro daného jedince vypocitdn pramér

ze vSech téchto meéreni.
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3.2.11.1 Velikost plochy gyru dentatu

Me¢teni plochy gyru dentatu bylo zatazeno na zakladé popsaného ztenceni gyru dentatu
v disledku intenzivni TMT-indukované neurodegenerace v podoblasti CA3c v dorzalnim
hipokampu (Dyer et al., 1982). (Oblast CA3c definovana dle (Hunsaker et al., 2008).)
M¢tena oblast byla vymezena obkreslenim vnéjSich okraji  suprapyramidalni
a infrapyramidalni &asti granularni vrstvy gyru dentatu. Utvar byl uzavien propojenim
temporalnich konct suprapyramidalni a infrapyramidalni ¢asti granularni vrstvy tseckou.
Vznikl tedy utvar zahrnujici granularni vrstvu gyru dentatu, ¢ast pyramidalni vrstvy CA3

a oblast hilu. Byla zmé&fena velikost plochy ttvaru (obr. 8a).

3.2.11.2 Délka linie pyramidalnich bunék

Neurodegenerace vyvolana TMT je nejintenzivngj$i v podoblasti CA3c, kterd muize byt
Sifit z CA3c smérem k CA3a. V disledku toho miZe byt pozorovano zkraceni linie
pyramidélnich bunék (Dyer et al., 1982). V naSem experimentu studovana oblast sestavala
z oblasti CA3, CA2, CAl a dale také fasciola cinereum. Podél této oblasti byla vedena
ktivka, jejiz délka byla zmé&fena (obr. 8b).

3.2.11.3 Vyska hipokampu, CA1 a gyru dentatu

Po aplikaci TMT bylo popséano zten€eni hipokampu a zejména jeho dorzalni ¢asti (Robertson
et al., 1987). Metoda méteni vysky (tloustky) hipokampu a CAl byla modifikovana dle
(Nairismégi et al., 2006). Z ptivodnich péti fezli byly pro tato méfeni pouzity pouze tfi
posteriorni fezy. Byly sestrojeny tfi useCky spojujici alveus a ventralni povrch
infrapyramidalni molekularni vrstvy gyru dentatu, vedené tak, aby rozdélovaly granularni
vrstvu gyru dentatu na Ctyii piiblizné stejné ¢asti. Délka vsech tsecek byla zmétena. Tato
méfeni byla provedena pro levy i1 pravy hipokampus ve vSech tfech analyzovanych fezech
apoté byl vypocitdn primér ze vSech téchto méfeni (18 tsecek), predstavujici vysku

hipokampu (obr. 8c).

Vyska hipokampu je souctem vysky oblasti CA1 a gyrus dentatus (zahrnujici 1 hilus a cast
CA3). Hranici téchto oblasti je hipokampalni fisura. Vyska obou téchto oblasti byla rovnéz
zmétena (obr. 8d). Méfeni byla opét provedena pro levy i pravy hipokampus ve vsech

analyzovanych fezech a poté byl vypocitan primer.
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Obr. 8 Morfometrie hipokampu — méfené oblasti. Koronalni fezy barvené
kresylvioleti ukazuji pravy dorzalni hipokampus s vyznaéenymi méfenymi
oblastmi: a: plocha gyru dentatu, b: délka linie pyramidalnich bunék,
c¢: vyska hipokampu, d: vyska CA1l a vyska gyru dentatu (oznac¢eno GD).

3.2.12 Statistické vyhodnoceni

K analyze drahy, latence a primérné vzdalenosti od ostrivku v MWM byla pouzita
dvoucestnd ANOVA s opakovanymi meéfenimi (faktory skupina a den) nésledovana
Bonferroniho post hoc testy k posouzeni efektu skupiny (rozdily mezi skupinami v ramci
kazdého dne). Pro drahu byl proveden i Bonferroniho post hoc test k posouzeni efektu dne
(rozdily mezi dny v ramci kazdé skupiny). Pti zkusebni plavbé bylo porovnano procento
¢asu straveného v cilovém kvadrantu s hodnotou odpovidajici ndhodné preferenci kvadrantt
(25 %) pomoci jednovybérového t-testu. Data latence pii plavbé s viditelnym ostrivkem
a kumulativni latence v MWM nespliovala predpoklady pro ANOVA (normalni rozdéleni
dat a homogenita rozptylt, dle Kolmogorovova—Smirnovova testu, resp. Bartlettova testu),
byl proto pouzit Kruskaliiv—Wallisiiv test ndsledovany Dunnovym post hoc testem. Tato data

jsou graficky vyjadiena jako median s mezikvartilovym rozpétim.

K analyze drahy pfi testu otevieného pole (jednotlivd sezeni zvlast’), doby freezingu pfti
strachovém podminovani a hodnot histologickych parametri (neurondlni denzita
v dorzalnim CA2/3, morfometrické parametry hipokampu) byla pouzita ANOVA s Tukeyho
post hoc testem. V piipad¢ dat z testu otevieného pole byl pouzit Bonferroniho post hoc test

(srovnani se skupinou FYZ).
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3.3 Experiment 2A: Uéinek dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu

v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

3.3.1 Zvirata
Bylo pouzito celkem 33 zvitat (z toho 8 zvirat pro orientacni stanoveni toxicity a 25 zviiat

pro MWM; 12 tydnt, 400-550 g) z chovu Fyziologického tstavu AV CR.

3.3.2 Orientacni stanoveni maximalni tolerované davky

Pfi orienta¢nim stanoveni maximalni tolerované davky latky 10w pfi i. p. aplikaci u potkana
jsme postupovali dle (Misik et al., 2018). Latka 10w syntetizovana na katedife chemie
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Hradec Kralové dle (Nepovimova et al., 2021) byla
rozpusténa v 5% dimethylsulfoxidu (DMSO) a redestilované vod¢ (1 mg/ml) a aplikovana
v dadvce 1 mg/kg. Kontrolnimu zvifeti bylo aplikovdno vehikulum. Na zakladé vysledki
(absence relevantnich ptiznaki béhem 48 h) bylo pfistoupeno k aplikaci davky 10 mg/kg
(3 zvitata pro kazdou davku). Z divodu suboptimalni rozpustnosti byl pfipraven roztok
o koncentraci 5 mg/ml v 10% DMSO a redestilované vod¢ a aplikovan v injekénim objemu
2 ml/kg. Vzhledem k zjisténé limitované rozpustnosti latky, znemoZziujici aplikaci davek
nad 10 mg/kg, byla misto maximalni tolerované davky orientané stanovena tzv. maximum

feasible dose (MFD) (Robinson et al., 2009).

Zvitata byla nepfetrzit€ observovana 5 h po aplikaci a poté periodicky béhem dalSich 48 h.
Byla hodnocena pfitomnost respiracnich, kardiovaskularnich a centralnich 1 perifernich
nervovych (zejm. sedace/excitace, tremor, piloerekce, salivace) ptiznakil. Jejich zdvaznost
byla hodnocena na stupnici mirn4, stfedni a vysoka. Pokud by se objevily zdvazné ptiznaky,
bylo by ihned pfistoupeno k humannimu utraceni zvifat. Pokud by k tthynu nebo zdvaznym
pfiznakim doslo kratce po aplikaci latky prvnimu zvifeti ve skupiné, zbylym zvifatim by

byla aplikovéana nizsi davka. K témto situacim nedoslo.

3.3.3 Morrisovo vodni bludisté

3.3.3.1 Experimentalni skupiny a aplikace latek

V MWM byl testovan ucinek latky 10w v modelu kognitivniho deficitu indukovaném
skopolaminem a porovnan s G€¢inkem takrinu. Zvitata byla pseudonahodné rozd¢lena do Ctyt
skupin oznacenych dle aplikovanych latek: VEH, SKOP, 10w + SKOP, takrin + SKOP.
Pocet zvitat ve skupiné VEH byl 7, v ostatnich skupinach bylo 6 zvifat. Kazdému zviteti
byly aplikovany dvé i. p. injekce. Injekéni objem byl 1 ml/kg pro kazdy roztok. Zvitatim
ze skupin SKOP, 10w + SKOP, takrin + SKOP byl 20 min pfed experimentem aplikovan
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skopolamin hydrobromid (2,5 mg/kg; Sigma-Aldrich) rozpustény ve fyziologickém roztoku;
kontrolni skupiné VEH byl misto skopolaminu aplikovan stejny objem fyziologického
roztoku. Davka skopolaminu byla zvolena na zaklad¢ literatury (Azizi-Malekabadi et al.,
2012; Entlerova et al., 2013) a pilotniho experimentu. Latka 10w byla rozpusténa v 5%
DMSO v redestilované vodé a aplikovana v davce 2 mg/kg 5 min pfed zacatkem
experimentu pfislusné skupin€é (10w + SKOP). Déavka prostd nezaddoucich ucinki i cas
aplikace byly zvoleny na zéklad¢ predchoziho stanoveni tzv. maximum feasible dose.
Zvitatim ve skupinach VEH a SKOP byl aplikovén stejny objem vehikula (tj. 5% DMSO
v redestilované vod¢). Takrin hydrochlorid (Sigma-Aldrich) v davce 2,5 mg/kg rozpustény
v 5% DMSO v redestilované vod¢ byl aplikovan zvifatim z ptislusné skupiny (takrin +
SKOP) 10 min pted podanim skopolaminu. Pti pfedchozich experimentech bylo prokazéano,
ze zvolena davka takrinu je prosta vyraznéjSich nezadoucich parasympatomimetickych

ucinki.

3.3.3.2 Morrisovo vodni bludisté: postup a vyhodnoceni

Testovani v MWM probihalo béhem c¢tyt po sobé nésledujicich dnt, latky byly aplikovany
kazdy den ptfed zahajenim experimentu. Ostriivek byl umistén pod hladinou vody na
neménném misté (stted SZ kvadrantu). Kazdy den bylo provedeno osm plaveb z riznych
startovnich mist (S, J, Z, V, SZ, SV, JZ, JV), jejichz potradi se v jednotlivé dny ménilo.
Teplota vody byla 23 °C. Sledovanymi parametry byla drdha a latence do nalezeni ostriivku

findlni den experimentu. K analyze byla pouzita ANOVA a Tukeyho post hoc test.

3.4 Experiment 2B: Uéinek dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu v modelu

kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

3.4.1 Zvirata, operace

Bylo pouzito 30 zvifat (9—12 tydni, 370-500 g) z chovu Fyziologického ustavu AV CR. Pro
pozdéjsi i. c. v. aplikaci testované latky byly zvifatim implantovany kanyly do lateralnich
mozkovych komor. Operace byla provedena za inhalac¢ni anestezie 2% izofluranem (Abbot
Laboratories, North Chicago, IL, USA). Zvife bylo upevnéno do stereotaktického pfistroje
a po oholeni srsti a odkryti lebky byla na dvou definovanych mistech provedena kraniotomie
navrtem a voperovany vodici kanyly do obou lateralnich komor v definované vzdalenosti od

Bregmy: —0,80 mm AP, 1,5 mm ML a 3,5 mm DV od povrchu lebky. Kanyly byly upevnény

k lebce dentdlnim cementem a dvéma Srouby z nerezové oceli. Po operaci byla zvitatim
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podavana analgetika v pitné vodé (ibuprofen, Nurofen, Reckitt Benckiser, CR; 2,5 ml/0,5 1
vody). Testovani zvitat v MWM bylo zahdjeno 7 dni po operaci.

3.4.2 Experimentalni skupiny a aplikace latek

Potkani byli pseudondahodné rozd€leni do péti experimentalnich skupin oznacenych dle
aplikovanych latek a jejich koncentrace: FYZ + FYZ, FYZ + SKOP, S-K1035 100 + FYZ,
S-K1035 10 + SKOP, S-K1035 100 + SKOP, kde prvni zkratka oznacuje latku aplikovanou
i. ¢. v. a druhd zkratka latku aplikovanou i. p. (FYZ = fyziologicky roztok, SKOP =
skopolamin, S-K1035 10 = 10nM koncentrace, S-K1035 100 = 100nM koncentrace). Pocet

zvitat v kazdé skupiné byl Sest.

Latka S-K1035, syntetizovana dle (Chalupova et al., 2019), byla rozpusténa ve sterilnim
fyziologickém roztoku v 10nM a 100nM koncentraci a poddna 60 min pied zacatkem
testovani v MWM 7. c. v. cestou (bilaterdln€) zvifatim z ptisluSnych skupin. Latka byla
aplikovana pomoci mikroinfuzni pumpy (TSE Systems, Bad Homburg, Némecko) rychlosti
0,5 pl/min v objemu 1 pl roztoku. Kontrolnim skupindm zvitat (FYZ + FYZ, FYZ + SKOP)
byl podan sterilni fyziologicky roztok (i. c¢. v.). Skopolamin (skopolamin hydrobromid,
Sigma-Aldrich) byl rozpustén ve fyziologickém roztoku (5 mg/ml) a aplikovan i. p. v davce
5 mg/kg 20 min pred za¢atkem MWM pfislusnym skupindm (FYZ + SKOP, S-K1035 10 +
SKOP, S-K1035 100 + SKOP). Skupinam FYZ + FYZ a S-K1035 100 + FYZ byl misto

skopolaminu podén fyziologicky roztok.

3.4.3 Morrisovo vodni bludisté: postup a analyza

Experiment v MWM probihal béhem ¢ty po sob& nasledujicich dnl. Kazdy den byly
provedeny Ctyfi plavby ze startovnich mist oznacenych jako S, J, Z a V, jejichZ potadi se
v jednotlivé dny ménilo. Teplota vody byla 23—24 °C. Béhem prvnich tfi dnti probihalo uceni
bez piedchozi aplikace latek. Ctvrty den byly pfed zatatkem experimentu aplikovany
testované latky a nasledovaly Ctyfi plavby v MWM s nezménénou pozici ostrivku (stted SZ

kvadrantu).

Byla analyzovana data ze 3. a 4. dne MWM. M¢fenymi parametry byly uplavana draha,
latence do nalezeni ostriivku a priimérné vzdalenost od ostriivku (primér vzdalenosti pozic
potkana od ostriivku) 3. a 4. den MWM. Analyza vykonu 3. den byla provedena pro ovéieni,
ze se pred podanim latek skupiny od sebe nelisily. Analyza chovani 4. den ukazovala vliv
studovanych latek na vykon v MWM. K analyzdm byla vyuzita ANOVA a Tukeyho post
hoc test.
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3.5 Experiment 3A: Behavioralni u€inky 7-fenoxytakrinu

3.5.1 Zvirata, experimentalni skupiny a aplikace latek

Byla pouzita zvifata z chovu Velaz (3—4 mésice, 360-450 g). U¢inek 7-fenoxytakrinu byl
testovan ve dvou davkach samostatné 1 v koaplikaci s MK-801 v testu otevieného pole a ve
vyvyseném kiizovém bludisti. Potkani byli pseudondhodné rozdéleni do Sesti skupin: FYZ
+ DMSO, FYZ + 7-fenoxytakrin (5 mg/kg), FYZ + 7-fenoxytakrin (10 mg/kg), MK-801 +
DMSO, MK-801 + 7-fenoxytakrin (5 mg/kg), MK-801 + 7-fenoxytakrin (10 mg/kg).
Kazdému zvifeti byly 30 min pied zacatkem behavioralniho testu aplikovany dvé i. p.
injekce: MK-801 ((+)-MK-801 hydrogen maleat, Sigma-Aldrich) rozpusténé
ve fyziologickém roztoku (nebo vehikulum: fyziologicky roztok, oznac. FYZ) a 7-
fenoxytakrin syntetizovany dle (Kaniakova et al., 2021) a rozpustény v 5% DMSO
v redestilované vodé (nebo vehikulum: 5% DMSO v redestilované vod¢, oznac. DMSO).
Objem kazdé¢ injekce byl 1 ml/kg. Latka MK-801 byla aplikovana v davkach 0,3 mg/kg (test
otevieného pole) a 0,1 mg/kg (vyvysené kiizové bludiste).

3.5.2 Test otevieného pole

Vliv 7-fenoxytakrinu na spontanni lokomocni aktivitu byl studovan v testu otevieného pole.
Aparaturu tvofila Ctvercova aréna z ¢erného plastu (80 x 80 cm), umisténd v oddélené
mistnosti s definovanym osvétlenim (80 1x). Pozice potkana v aréné byla po dobu 10 min
snimana kamerou umisténou nad stfedem bludisté s pouzitim programu EthoVision 11.5
(Noldus, Wageningen, Nizozemsko). Zavislou proménnou byla drdha. Pocet zvifat ve
skupinach byl: 8 zvifat ve skupinach FYZ + DMSO, FYZ + 7-fenoxytakrin (10 mg/kg), MK-
801 + DMSO, MK-801 + 7-fenoxytakrin (10 mg/kg), a 6 zvifat ve skupinach FYZ + 7-
fenoxytakrin (5 mg/kg) a MK-801 + 7-fenoxytakrin (5 mg/kg).

3.5.3 Vyvysené krizové bludisté

Vliv 7-fenoxytakrinu na anxietu byl studovan ve vyvySeném kiizovém bludisti. Aparaturu
tvotilo bludisté z ¢erného plastu ve tvaru ,,+, kde dvé€ protilehld ramena byla oteviend (bez
okrajli) a zbyld dvé ramena byla opatiena okraji (vyska 35 cm). Délka ramen byla 40 cm,
Sitka 15 cm a celé bludisté bylo vyvySeno 47 cm nad podlahou. Potkan byl umistén do stfedu
bludiste, pti¢emz hlavou sméfoval do jednoho z uzavienych ramen, a jeho pozice v bludisti
byla po dobu 10 min monitorovana programem EthoVision 11.5. Zavislou proménnou byla
celkova doba stravena v otevienych ramenech bludisté a celkova usla draha. Pocet zvirat

v kazdé skupiné byl 8.
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3.5.4 Statistické vyhodnoceni

K analyze byla pouZzita dvoucestnd ANOVA s faktory: fenotyp (FYZ/MK-801) a latka (7-
fenoxytakrin/DMSO). Odlehl¢é hodnoty byly vylouceny. V piipadé signifikantniho vysledku
ANOVA byl pouzit Bonferroniho post hoc test.

3.6 Experiment 3B: Behavioralni i¢inky série monotakrinovych derivatu

3.6.1 Zvirata, experimentalni skupiny a aplikace latek

Byla pouzita zvifata z chovu Velaz (2-3 mésice, 280—400 g). Byly testovany akutni u¢inky
latek K1575, K1576, K1578, K1592, K1594 a K1599 v davkach 1 a 5 mg/kg v testu
otevieného pole a testu prepulzni inhibice tlekové reakce. Uginek byl porovnan s MK-801
a 7-methoxytakrinem. Potkani byli proto pseudondhodné rozdéleni do 16 experimentalnich
skupin: DMSO (1 ml/kg, kontrolni skupina pro skupiny s davkou 1 mg/kg), K1575
(1 mg/kg), K1576 (1 mg/kg), K1578 (1 mg/kg), K1592 (1 mg/kg), K1594 (1 mg/kg), K1599
(1 mg/kg), DMSO (2,5 ml/kg, kontrolni skupina pro skupiny s davkou 5 mg/kg), K1575
(5 mg/kg), K1576 (5 mg/kg), K1578 (5 mg/kg), K1592 (5 mg/kg), K1594 (5 mg/kg), K1599
(5 mg/kg), 7-methoxytakrin (5 mg/kg) a MK-801. Testované latky KI1575-K1599
syntetizované dle (Gorecki et al., 2021) byly aplikovany i. p. 15 min pfed zahijenim
behaviordlniho experimentu. Komparatory MK-801 a 7-methoxytakrin byly aplikovany
30 min pfed zahajenim experimentu (na zaklad¢ predchozi studie (Kaniakova et al., 2018)).
Pro aplikace davek 1 mg/kg byly latky K1576, K1578, K1592, K1594 a K1599 rozpustény
v 5% DMSO ve fyziologickém roztoku (1 mg/ml) a aplikovany v injekénim objemu 1 ml/kg.
Pro aplikaci davek 5 mg/kg byly tyto latky i1 7-methoxytakrin rozpuStény ve stejném
vehikulu v koncentraci 2 mg/ml a aplikovany v injekénim objemu 2,5 ml/kg. Latka MK-801
((+)-MK-801 hydrogen maleat, Sigma-Aldrich) byla aplikovdna v davce 0,2 mg/kg v testu
otevien¢ho pole a 0,3 mg/kg v testu prepulzni inhibice ulekové reakce; byla rozpusténa ve
stejném vehikulu jako ostatni latky a roztok aplikovan v injekénim objemu 2,5 ml/kg.
K rozpusténi latky K1575 byla z divodu suboptimalni rozpustnosti misto fyziologického
roztoku pouzita redestilovana voda. Kontrolnim skupindm (skupiny DMSO) byl aplikovan

odpovidajici objem vehikula (injek¢ni objem 1 nebo 2,5 ml/kg).

3.6.2 Test otevieného pole
Vliv latek na spontanni lokomoc¢ni aktivitu byl posouzen v testu otevieného pole. Aparaturu
tvotila Ctvercovd aréna z Cerného plastu (80 x 80 cm), umisténd v oddélené mistnosti

s definovanym osvétlenim (80 Ix). Potkan byl umistén do stfedu arény a jeho pozice v aréné
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byla po dobu 10 min snimana kamerou umisténou nad stfedem bludisté s pouzitim programu
EthoVision 14 (Noldus, Wageningen, Nizozemsko). Pted testovanim dal$iho zvifete byla
aréna peclive vycisténa. Zavislou proménnou byla celkova draha. Pocet zvitat ve skupinach

byl 6, s vyjimkou skupin DMSO (1 ml/kg) a MK-801, kde bylo 8 zvifat.

3.6.3 Prepulzni inhibice ulekové reakce

Aparatura pro studium prepulzni inhibice (PPI) akustické ulekové reakce (SR-LAB, San
Diego Instruments, CA, USA) sestavala z prithledného plastového valce pro umisténi zvirete
(primér 9 cm, délka 17 cm) vybaveného piezoelektrickym akcelerometrem pro méfeni
amplitudy motorické odpovédi a umisténé¢ho ve ventilovaném osvétleném zvukotésném
boxu opatieném reproduktorem pro prezentaci zvukovych stimull. Prezentaci stimuld,
zaznam odpovédi a jejich analyzu zajiSt'oval ptisluSny software (SR-LAB). Jako zvukové
pozadi byl po dobu celého experimentu prezentovan bily Sum (75 dB). 48 h pted testovaci
fazi podstoupila intaktni zvifata habituacni sezeni v aparatute, kdy jim po Smin habituaci
bylo prezentovano 6 zvukovych pulsii (125 dB/40 ms). Pied zahajenim testovaci faze byly
aplikovany latky. Po 5min habituaci v aparatufe nasledoval PPI test s celkem 72 trialy
s automaticky randomizovanym intervalem mezi nimi (4-20 s, primér 12,27 s). Na zac¢atku
bylo prezentovano 6 pulst (125 dB/40 ms). Poté¢ bylo v pseudondhodném potadi
prezentovano 60 trialii: A) puls 40 ms 125 dB; B) prepuls-puls: 20 ms prepuls intenzity
83 dB nebo 91 dB nasledovany po rizn¢ dlouhém intervalu (30, 60 nebo 120 ms) pulsem
(125 dB, 40 ms); C) kontrolni méfeni bez stimulu (60 ms). Na konci sezeni bylo opét
prezentovano 6 pulst (125 dB/40 ms). Parametrem tlekové reakce byla primérna hodnota
napéti (mV) generovaného motorickou odpovédi zvirete na stimul v 150ms Casovém okné.

Procento PPI bylo spocteno podle nasledujiciho vzorce:

PPI= 100 — (primérna odpoved na stimul typu prepuls-puls/priimérnd odpovéd’ na stimul

typu puls) x 100.

Pocet zvitat ve skupinach byl 6, s vyjimkou skupin DMSO (2,5 ml/kg), K1599 (1 mg/kg)
a K1592 (5 mg/kg), kde bylo 8 zvitat.

3.6.4 Statistické vyhodnoceni

Z dat z drahy v testu otevien¢ho pole a z PPI byly vylouceny odlehlé hodnoty (outlier),

identifikované pomoci Grubbsova testu (byly nalezeny dvé odlehlé hodnoty v datech z testu

otevieného pole — ve skupiné K1592 (5 mg/kg) a 7-methoxytakrin (5 mg/kg), a jedna odlehla

hodnota v PPI — ve skupiné K1592 (5 mg/kg)). K analyze dat z PPI byla vyuzita ANOVA
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nasledovand Bonferroniho post hoc testem (porovnani se skupinou DMSO). Data z testu
otevien¢ho pole u skupin s ddvkami 5 mg/kg nespliovala ptedpoklad homogenity rozptyla
pro validni pouziti ANOVA (Bartlettiv test). K analyze byla proto pouzita Brown-Forsythe
ANOVA s Dunnettovym T3 post hoc testem.
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4 VYSLEDKY

4.1 Experiment 1: Uéinek MK-801, midazolamu a jejich koaplikace v modelu

neurodegenerace a kognitivniho deficitu indukovaném trimethylcinem

Cilem této studie bylo porovnat ucinky experimentalni monoterapie a kombinované terapie
antagonistou NMDA receptort (MK-801) a pozitivhim modulatorem GABAAa receptort
(midazolam) v modelu kognitivniho deficitu a hipokampalni neurodegenerace indukované
TMT. VétSina uvedenych vysledkid je pfedmétem publikace ,,Effects of Dizocilpine,
Midazolam and Their Co-Application on the Trimethyltin (TMT)-Induced Rat Model of
Cognitive Deficit* (Chvojkova et al., 2021).

4.1.1 Morrisovo vodni bludisté

Po dokonceni protektivni 1é€by byla testovdna prostorova kognice zvitat v illoze MWM.
Parametry kognitivni vykonnosti pii tréninkovych plavbach byly draha, latence a primérna
vzdalenost od ostrivku. Analyza primérné drahy v jednotlivych dnech MWM (dvoucestna
ANOVA s opakovanymi méfenimi) prokéazala signifikantni efekt aplikovanych latek (Fa, 81
=6,23,p=0,0011) a dne (F3,31= 60,22, p <0,0001), bez interakce. Analyza efektu skupiny
v ramci dne (Bonferroniho post hoc testy) ukazala, Ze aplikace TMT (skupina TMT) vedla
ke zvySeni drahy v porovnani s kontrolnimi zvitaty (FYZ) ve vS§ech dnech MWM (p < 0,01,
p < 0,001, p < 0,001 ap <0,01 pro den 1, 2, 3 a 4), coz naznacuje zhorSenou kognitivni
vykonnost. Naopak skupiny s protektivni 1écbou (TMT + MK-801, TMT + midazolam,
TMT + MK-801 + midazolam) se béhem celého experimentu nelisily v uplavané draze od
kontrolnich zvifat (FYZ). V nékterych dnech byla navic draha u té€chto skupin signifikantné
krat$i nez draha skupiny TMT: 2. den MWM u skupiny TMT + MK-801 (p <0,05)a 2.1 3.
den u skupin TMT + midazolam (p < 0,01 pro 2. den a p < 0,05 pro 3. den) a TMT + MK-
801 + midazolam (p < 0,05 pro oba dny; obr. 9a).

Déle byl analyzovan 1 efekt dne vramci skupiny (Bonferronitho post hoc testy).
U kontrolnich zvifat (FYZ) 1 skupin s protektivni lé¢bou (TMT + MK-801, TMT +
midazolam, TMT + MK-801 + midazolam) doSlo jiz 2. den MWM k signifikantnimu sniZeni
dréhy (v porovnani s vykonem dané skupiny 1. den; p < 0,001, p < 0,05, p <0,01, p<0,01).
Oproti tomu u skupiny TMT doslo ke zlepSeni az 3. den (vs. 1. den; p <0,001), coZ naznacuje

opozdény nastup uceni.
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Obr. 9 Vliv MK-801, midazolamu a jejich koaplikace na kognitivni deficit vyvolany TMT v tlloze MWM. a:
Dréha (efekt skupiny v ramci dne), * p < 0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001 vs. TMT, ## p < 0,01, ### p < 0,001
vs. FYZ. b: Primérné vzdalenost od ostrivku (efekt skupiny v ramci dne), * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <
0,001 vs. TMT, # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p <0.001 vs. FYZ. ¢: Kumulativni latence, ** p < 0,01 vs. TMT,
## p <0,01 vs. FYZ, median s mezikvartilovym rozpétim, kolecka piedstavuji hodnoty od jednotlivych zvirat.
d: Zkusebni plavba — ¢as v cilovém kvadrantu, hvézdicky oznacuji signifikantni rozdil od nahodné preference
kvadrantti (25 %, teCkovana cara), * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001. e: Plavba s viditelnym ostrivkem —
latence nalezeni ostriivku, median s mezikvartilovym rozpétim, kolec¢ka ukazuji hodnoty jednotlivych zvitat.

Analyza latence nalezeni ostriivku (dvoucestna ANOVA s opakovanymi méfenimi) ukdzala
efekt skupiny (F481 = 6,93, p = 0,0006) a dne (F331 = 88,16, p < 0,0001). TMT zptsobil
prodlouZzeni latence nalezeni ostritvku (vs. FYZ; Bonferroniho post hoc testy, p < 0,01, p <
0,001, p < 0,001, p<0,01 pro den 1, 2, 3 a 4). Naopak zvitata s experimentalni protektivni
aplikaci se nelisila od skupiny FYZ. Béhem nekterych dnt vykazovaly skupiny s protektivni
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1é¢bou kratsi latenci nez skupina TMT: skupina TMT + MK-801 2. den (p < 0,05), skupina
TMT + midazolam 1., 2. a 3. den (p < 0,05, p < 0,01, p <0,05) a skupina TMT + MK-801 +
midazolam 2., 3. a 4. den (p < 0,05 pro vSechny dny).

Dale byla analyzovana i primérna vzdalenost potkana od ostravku, ktera predstavuje méné
Casto pouzivany, avSak pomérné¢ senzitivni parametr, odrazejici na rozdil od drahy
1 prostorovou strategii (Whiting and Kokiko-Cochran, 2016). Analyza (dvoucestna ANOVA
s opakovanymi méfenimi) prokdzala efekt skupiny (Fa 1= 5,973, p = 0,0014) a dne (F381 =
119,1, p < 0,0001). Aplikace TMT vedla k prodlouzeni priimérné vzdalenosti od ostrivku
behem celého experimentu (vs. FYZ, Bonferroniho post hoc test, p < 0,01, p < 0,001, p <
0,001, ap < 0,05 pro den 1, 2, 3 a 4). Naopak skupiny s experimentalni protektivni aplikaci
se od skupiny FYZ nelisily. Skupiny s protektivni 1écbou mély béhem urcitych dnti nizsi
pramérnou vzdalenost od ostritvku v porovnani se skupinou TMT: skupina TMT + MK-801
behem 2. dne (p < 0,05), skupina TMT + midazolam (p < 0,01) také béhem 2. dne a skupina
TMT + MK-801 + midazolam béhem 2., 3. 1 4. dne (p < 0,05 pro vSechny dny; obr. 9b).

Analyza kumulativni latence (soucet vSech latenci z 3. a 4. dne MWM) coby miry nejlepsiho
dosaZeného vykonu v MWM (Météffyova et al., 2006) ukazala signifikantni rozdily mezi
skupinami (Kruskaliv-Wallistv test, H = 14,25, N1 =7, N2 =8, N3 =6, N4 =6, NS =5,
p =0,0065). Zvitata ze skupiny TMT vykazovala zvySenou hodnotu kumulativni latence (vs.
FYZ, Dunnlv post hoc test, p < 0,01). Jejich vykon v MWM tedy nedosahl trovné
kontrolnich zvifat. Oproti tomu skupiny s protektivni aplikaci se od kontrolnich zvifat
neliSily. Pfestoze jsme pozorovali rozdily mezi hodnotami kumulativni latence jednotlivych
s kombinovanou terapii (TMT + MK-801 + midazolam), tyto rozdily nedosahly statistické
signifikance (obr. 9c). Ve skupiné TMT byla pfitomna tfi zvifata se znacné vysokou
kumulativni latenci. Tato zvitata se zaroven vyrazné vice zdrzovala u stén bazénu (primérny
Cas straveny v mezikruzi o Sifce 18 cm u stény bazénu 3. a 4. den byl 66-78 %, coz
predstavuje nejvyssi hodnoty ze vSech testovanych zvitat). Takové chovani neni u zdravych
potkanti po n¢kolika dnech tréninku v MWM bézné a poukazuje na snizenou schopnost
zaujmout optimdlni strategii feSeni ulohy (Vorhees and Williams, 2006). Jedno zvite
ve skupiné TMT + MK-801 vykazovalo mirnéj$i stupent popsané¢ho chovani, naopak

v dalSich skupinach k podobnému chovéni nedochazelo.
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Celkové tedy vysledky analyz tréninkovych plaveb v MWM ukazuji vyrazné€ snizenou
efektivitu prostorového uceni béhem celého experimentu u zvifat po aplikaci TMT. Naopak

u vSech skupin s protektivni aplikaci doslo ke zmirnéni projevii kognitivniho deficitu.

Béhem zkuSebni plavby (probe trial) vSechny skupiny preferovaly kvadrant, kde byl diive
umistén ostrivek (Cas straveny v cilovém kvadrantu byl vyssi nez hodnota odpovidajici
nahodnému vybéru kvadranti (25 %); jednovybérovy t-test, t6 = 7,929, p = 0,0002 pro FYZ,
t7=2,668, p=0,0321 pro TMT, t5=10,61, p=0,0001 pro TMT + MK-801, t5 = 5,544, p =
0,0026 pro TMT + midazolam, t4 = 5,728, p = 0,0046 pro TMT + MK-801 + midazolam;
obr. 9d).

Analyza latence nalezeni ostriivku pfi testu s viditelnym ostritvkem neukézala signifikantni
efekt skupiny (Kruskaliv—Wallisiiv test). Neprokazalo se tedy zavazné ovlivnéni
nekognitivnich schopnosti (zejm. senzorickych nebo motorickych funkci, motivace), jez by

mohlo nespecificky negativné ovlivnit schopnost zvitat fesit (lohu MWM (obr. 9e).

4.1.2 Kontextualni strachové podminovani

Za ucelem posouzeni schopnosti asociativniho uc¢eni jsme zatadili ulohu kontextualniho
strachového podminovani. Pfi prvnim (podminovacim) sezeni jsme po administraci
averzivniho stimulu u zvifat ze vSech skupin pozorovali typicky behavioralni projev
(ulekova reakce, vokalizace; nekvantifikovano). Parametrem odraZejicim asociaci stimulu
s kontextem byla kumulativni doba freezingu v testovacim sezeni. Pozorovali jsme rozdilné
skupinové priaméry hodnot tohoto parametru, analyza (ANOVA) vSak neprokdzala

statisticky vyznamny efekt skupiny (obr. 10).

Strachové podminiovani:

150- Freezing

100 T T ;
50 e m /

c r = ) III I.

FYZ TMT TMT TMT+  TMT+
+MK-801 midazolam MK-801+
midazolam

(s)

Obr. 10 Kontextualni strachové podminovani: kumulativni doba
freezingu pfi testovacim sezeni. Analyza neprokazala signifikantni
vliv aplikovanych latek na vykon zvifat v tomto kognitivnim testu.
(Skupinovy primér + SEM.)
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4.1.3 Test otevieného pole

Test otevieného pole (open field test) byl proveden za ucelem vylouceni pritomnosti snizeni
¢1 absence lokomocni aktivity, které by mohlo poukazovat na vyrazné negativni ovlivnéni
celkového zdravotniho stavu toxickymi ucinky TMT. Analyza (ANOVA) dréhy v testu
otevien¢ho pole ze dne 0, dne 14 a dne 21 neukdzala statisticky signifikantni rozdily mezi
skupinami. V ptipadé testu otevien¢ho pole ze dne 7 byl pfitomen efekt skupiny (Fs25 =
3,426, p = 0,0230), ale Bonferroniho post hoc test neukazal signifikantni rozdily skupin od
skupiny FYZ. Neprokézali jsme tedy sniZeni pohybové¢ aktivity v dasledku toxickych ucinkti
TMT a konstatujeme nepiili§ vysoké riziko ovlivnéni vykonu zvifat v kognitivnich tlohach

nespecifickymi u€inky TMT.

4.1.4 Stereologicky odhad neuronalni denzity v oblasti CA2/3 ve vybrané
€asti dorzalniho hipokampu

Po dokonceni behavioralnich testli byla stereologicky kvantifikovana neurodegenerace
v dorzalnim hipokampu v CA2/3, oblasti senzitivni k neurotoxickym ucinkim TMT.
U zvitat ze skupin TMT, TMT + MK-801, TMT + midazolam a TMT + MK-801 +
midazolam byl zejména v podoblasti CA3c v rizné mife patrny ubytek neuroni, pfi¢emz
unékterych jedinci  doSlo prakticky k eliminaci oblasti CA3c. Reprezentativni
mikrofotografie histologickych fezli hipokampu s imunohistochemicky znac¢enymi neurony
od zvifat z jednotlivych skupin jsou zobrazeny na obr. 11 a pochézi od zvitat, jejichz hodnota
neuronalni denzity v dorzalnim CA2/3 (viz dale) byla blizka skupinovému priméru. Jiz na

zaklad€ pouhého vizudlniho posouzeni fezil je mozno pozorovat rozdily mezi skupinami.

Analyza stereologického odhadu neuronalni denzity v oblasti CA2/3 v dorzalnim
hipokampu ukazala efekt skupiny (ANOVA, F4, 27= 6,733, p = 0,0007). Neuronalni denzita
u skupin TMT (p <0,001), TMT + MK-801 (p <0,01) a TMT + midazolam (p < 0,05) byla
signifikantné nizs§i nez u kontrolnich zvitat (FYZ; Tukeyho post hoc test). Aplikace
samotného MK-801 ani midazolamu tedy pii daném designu experimentu nepostacovala
k signifikantnimu zmirnéni TMT-indukované neurodegenerace v této oblasti. Oproti tomu
skupina s kombinovanou aplikaci (TMT + MK-801 + midazolam) se od kontrolnich zvirat

neliSila, coz naznacuje mirny neuroprotektivni uc¢inek (obr. 12).

64



Obr. 11 Reprezentativni mikrofotografie koronalnich fezi dorzalniho hipokampu
obarvenych protilatkou anti-NeuN. Histologické fezy pochazi od zvifat z nasledujicich
skupin: al, a2: FYZ, b1, b2: TMT, cl, ¢2: TMT + MK-801, d1, d2: TMT + midazolam, el,
e2: TMT + MK-801 + midazolam. Levé panely (1) ukazuji celkovy pohled na pravy dorzalni
hipokampus (objektiv 4x), pravé panely (2) ukazuji detail oblasti CA3c (objektiv 10x).
Povsimnéte si odlisné neuronalni denzity v oblasti CA3c. (Mikrofotografie na byly pofizeny
pomoci mikroskopu s kamerou (levé panely: Zeiss Axio Observer D1, objektiv 4x/0,1,
kamera Zeiss AxioCam MRm; pravé panely: Olympus BX53, objektiv 10x/0,40, kamera
Olympus DP74) mikroskopii ve svételném poli s pouzitim ¢ernobilého modu kamery.)

65
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Obr. 12 Stereologicky odhad neuronalni denzity v oblasti CA2/3

v dorzalnim hipokampu. Kombinovana aplikace MK-801 a midazolamu

poskytla parcialni protektivni efekt proti neurodegeneraci indukované

aplikaci TMT. * p <0,05, ** p <0,01, *** p<0,001. (Skupinovy primér

+ SEM.)
4.1.5 Morfometrie dorzalniho hipokampu
Neurodegenerace indukovand TMT mize na makroskopické urovni rezultovat
v morfologické alterace hipokampu. Vedle neuronalni denzity jako hlavniho histologického
parametru neuroprotektivni u¢innosti testovanych latek jsme proto zaradili i nasledujici

morfometrické parametry. Analyzovana byla tatdZ ¢ast dorzalniho hipokampu, jez byla

podrobena stereologickému stanoveni neuronélni denzity v oblasti CA2/3.

4.1.5.1 Velikost plochy gyru dentatu

Analyza pramérné plochy gyru dentatu (zahrnujici granuldrni bunéénou vrstvu, oblast Ailu
a CA3c) prokazala signifikantni rozdily mezi skupinami (ANOVA; Fa 27 = 5,978, p =
0,0014). Plocha gyru dentatu u zvitat ze skupiny TMT byla mensi nez u kontrolni skupiny
(Tukeyho post hoc test; p < 0,01), patrné v dusledku zavazné neurodegenerace v oblasti
CA3c. Naopak skupiny s protektivni aplikaci se od kontrolnich zvitat neliSily a u skupiny
s kombinaci MK-801 a midazolamu jsme prokazali signifikantné vétsi plochu gyru dentatu
v porovnani se skupinou TMT (p < 0,05), coz naznacuje protektivni efekt kombinované

aplikace a jeji superioritu nad samostatné aplikovanymi latkami (obr. 13a).
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Obr. 13 Vliv aplikovanych latek na morfometrické parametry dorzalniho hipokampu. a: Plocha gyru dentatu,
*p<0,05, **p<0,01, b: délka linie pyramidalnich bunék, ** p < 0,01, *** p < 0,001, e¢: vyska dorzalniho
hipokampu, d: vyska CAl, e: vyska gyru dentatu, * p < 0,05. (Skupinovy prumér + SEM.)

4.1.5.2 Délka linie pyramidalnich bunék

U zvifat s aplikovanym TMT jsme pozorovali zkraceni linie pyramidalnich bunék,
zpiisobené patrné predevSim intenzivni neurodegeneraci v oblasti CA3c, Sifici se
v nékterych piipadech riznou mérou smérem do CA3b. U sledovaného parametru byl
prokazan signifikantni efekt skupiny (ANOVA; Fy4, 27 = 7,350, p = 0,0004). Podani TMT
mélo za nasledek zkraceni linie pyramidalnich bunék (FYZ vs. TMT, p < 0,001, Tukeyho
post hoc test). Zkraceni linie pyramidéalnich buné€k bylo pfitomno i u skupiny TMT + MK-
801 (FYZ vs. TMT + MK-801, p < 0,01). Oproti tomu u skupiny s aplikovanym
midazolamem a u skupiny s koaplikaci MK-801 a midazolamu ke zkraceni linie nedoslo,

coz by se dalo interpretovat jako ¢astecny protektivni efekt (obr. 13b).

4.1.5.3 Vyska hipokampu, CA1 a gyru dentatu
Vyska (tloustka) dorzalniho hipokampu byla zafazena mezi méiené parametry vzhledem
k moznému ztenceni dorzédlniho hipokampu v disledku neurodegenerace vyvolané TMT

(Robertson et al., 1987). Jelikoz pii zvolené metodé meéteni je vyska hipokampu souctem
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vysky oblasti CA1 a gyru dentatu, zaméfili jsme se dale i individualné na tyto oblasti. Mezi
skupinami nebyl statisticky signifikantni rozdil (ANOVA) ve vySce celého dorzalniho
hipokampu (obr. 13c) ani oblasti CA1 (obr. 13d). Oproti tomu analyza vysky gyru dentatu
prokazala efekt skupiny (ANOVA; F4,27= 4,080, p =0,0103). Aplikace TMT bez soucasné
protektivni aplikace vedla ke ztenceni gyru dentatu (FYZ vs. TMT, p < 0,05, Tukeyho post
hoc test). Tento vysledek, podobné jako plocha gyru dentatu, patrné odrazi zmenseni oblasti
hilu v disledku degenerace neurontt v CA3c. Zadné daldi rozdily mezi skupinami nebyly

nalezeny (obr. 13e).

4.1.6 Histochemické barveni Fluoro-Jade B

Barveni Fluoro-Jade B, pouzivané ke znaceni degenerujicich neuronti, bylo planovano jako
dopliikovd metoda hodnoceni neurodegenerace v dorzdlnim hipokampu. Pouzita
histochemick4 metoda byla shledana nepftili§ vhodnou k hodnoceni neurodegenerace pfii
zvoleném experimentalnim designu. V pyramidalni bunééné vrstvé byly u témét vSech
jedinct ze skupin TMT, TMT + MK-801, TMT + midazolam a TMT + MK-801 +
midazolam (nikoli u kontrolnich zvifat) pfitomny Fluoro-Jade B-pozitivni neurony
v pyramidalni vrstvé, a to zejména v oblasti CA1, dale také v CA3. Jejich pocet byl ale
vétSinou nizky (vétSinou 0—-10 bunék/fez; hodnoceno 5 tezl), kromé 5 zvitat (3 ze skupiny
TMT, 1 ze skupiny TMT + midazolam a 1 ze skupiny TMT + MK-801 + midazolam),
u nichz byly pozorovany pocetnéjsi shluky Fluoro-Jade B pozitivnich neuronli. Vzhledem
k nizkému poctu Fluoro-Jade B-pozitivnich neuronti u vétSiny zvitat nebylo pfistoupeno

ke kvantifikaci.

Dale jsme vSak pon€kud necekané témét u vSech jedinct ze skupin TMT, TMT + MK-801,
TMT + midazolam a TMT + MK-801 + midazolam (ale nikoli u kontrolnich zvitat)
pozorovali zejména v oblasti hilu gyru dentatu (v¢. CA3c) velké mnozstvi Fluoro-Jade B-
pozitivnich utvarl, které vykazovaly morfologické znaky astrocyti. U vybranych
histologickych fezli (od zvifete ze skupiny TMT a od kontrolniho zvifete) jsme proto
dodatecné provedli i1 dvoji barveni Fluoro-Jade B spolu s imunohistochemickym znacenim
glidlniho fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP), ktery je markerem astrocyti. Vysledky
barveni ukéazaly u zvifete ze skupiny TMT kolokalizaci a podpoftily tak suspektni

astrocytalni ptivod pozorovanych objektl (obr. 14).

Kromé toho téméft u vSech zvitat z téchto skupin (TMT, TMT + MK-801, TMT + midazolam

a TMT + MK-801 + midazolam; ne u kontrolnich zvitat) byl intenzivni Fluoro-Jade B signal
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pfitomen i mimo bunééné hipokampalni vrstvy, ptredev§im ve stratu radiatu. Vzhledem
k afinité Fluoro-Jade k axontim a terminalam degenerujicich neurond, popsané v modelech
neurodegenerace v pozd¢jSich cCasovych obdobich (Schmued and Hopkins, 2000b))
a pravdépodobné ptitomnosti degenerujicich axonti v danych oblastech a obdobi po aplikaci
TMT (Whittington et al., 1989) by bylo mozné spekulovat, ze §lo o vldkna degenerujicich

nebo jiz odumielych neurond. Jiné pti¢iny v¢. nespecifického barveni vSak nelze vyloucit.

. |
b

20 pym

Obr. 14 Dvoji barveni Fluoro-Jade B (zelena fluorescence)
s GFAP, markerem astrocyti (Cervena fluorescence). Obrazek
zachycuje oblast hilu gyru dentatu v dorzalnim hipokampu. Panely
a: zvife ze skupiny TMT, panely b: kontrolni zvite. Levé panely (1):
Fluoro-Jade B, prostfedni panely (2): GFAP, pravé panely (3):
vysledny snimek Fluoro-Jade B a GFAP. U zvitete ze skupiny TMT
byly pozorovany Fluoro-Jade B pozitivni elementy identifikované
jako astrocyty. (Maximalni projekce ze Z stacku 14 um s krokem
1 pm byly snimany na konfokalnim mikroskopu Leica SP8 X
s imerznim objektivem Leica HC Plan Apo 20x/0,75 IMM
a excitacnimi vlnovymi délkami 458 a 550 nm. K detekci byly
pouzity Leica HyD detektory s nastavenimi spektralnich oblasti
490-540 nm a 570-605 nm pii formatu 1024x1024 pxls (velikost
pixelu 71x71 nm pfi zoomu §x).)
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4.2 Experiment 2A: Uéinek dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu

v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

Predmétem této Casti prace byla nova multipotentni slouCenina s potencialem pro Iécbu AD,
dimer 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu spojeny tiiclennym uhlikovym fetézcem (latka
pracovné oznacena 10w), piisobici mimo jiné jako inhibitor AChE. Cilem bylo orientacné
stanovit davkovou zavislost vedlejSich uc¢ink a nasledn¢ prozkoumat ucinek této latky
v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem a porovnat jej s tcinkem
takrinu. Vysledky jsou soucasti publikace ,,Tacrine — Benzothiazoles: Novel class of
potential multitarget anti-Alzheimer’s drugs dealing with cholinergic, amyloid and

mitochondrial systems* (Nepovimova et al., 2021).

4.2.1 Orientac¢ni stanoveni maximalni tolerované davky

Pti aplikaci latky 10w v davce 1 mg/kg nebyly pozorovany ptiznaky naruSeni nervovych,
respiraénich ani kardiovaskuldrnich funkci. Vzhledem k limitované rozpustnosti latky
znemoznujici aplikaci vysSich davek byla misto maximalni tolerované davky orientacné
stanovena tzv. maximum feasible dose. V piipad¢ vyssi testované davky (10 mg/kg) byly
pozorovany piiznaky mirného az sttedniho stupné zavaznosti, spontdnné ustupujici do 5 h.
Ptiblizn€ 10 min po aplikaci bylo u vSech zvifat evidovano sniZeni pohybové aktivity. Dalsi
pfiznaky zahrnovaly Zvykaci pohyby a pfivirani o¢i (1 ze 3 zvifat, 30 min po aplikaci)
a prijem (2 ze 3 zvitat, 50 min po aplikaci). Do 3 h po aplikaci doslo k normalizaci pohybové

aktivity u dvou zvifat, do 5 h po aplikaci jiz u vSech zvitat.

4.2.2 Morrisovo vodni bludisté

Na zékladé orienta¢niho stanoveni neZadoucich G¢inki byla zvolena davka s nizkym rizikem
zavaznych nezadoucich uc¢inkl (2 mg/kg) a bylo pfistoupeno k posouzeni ucinnosti latky
10w v modelu kognitivniho deficitu v MWM vyvolaném skopolaminem. U¢inek latky 10w
byl porovnan s Ucinky takrinu. Zaméfili jsme se na analyzu chovani ve finalni fazi
experimentu. Analyza dat ze 4. dne experimentu (ANOVA) ukazala efekt skupiny
v parametrech drahy (F3 21 = 4,838, p = 0,0103; obr. 15a) i latence nalezeni ostravku (F3, 21
=4,599, p = 0,0126; obr. 15b). Prodlouzeni drahy (p < 0,05) a latence (p < 0,05) u skupiny
SKOP (vs. VEH, Tukeyho post hoc test) potvrdilo pfitomnost kognitivniho deficitu u zvitat

po aplikaci skopolaminu a tedy validitu modelu.

Zvitata po koaplikaci latky 10w askopolaminu se v parametrech drahy a latence

signifikantn¢ neliSila od kontrolni skupiny (VEH), coz naznacuje castecné zmirnéni
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kognitivniho deficitu. Oproti tomu po podani zvolené davky takrinu (2,5 mg/kg) se zmirnéni

kognitivniho deficitu vyvolaného skopolaminem neprokéazalo (skupina takrin + SKOP se

signifikantné liSila od skupiny VEH v parametru drahy (p < 0,05) i latence (p < 0,05).
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Obr. 15 Utinek dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu (latka 10w) ve skopolaminem indukovaném
modelu kognitivniho deficitu v uloze MWM. Latka 10w (2 mg/kg), ale nikoli takrin (2,5 mg/kg), poskytla
¢aste¢ny protektivni ucinek proti kognitivnimu deficitu vyvolanému skopolaminem. (VEH — kontrolni zvitata

s aplikaci vehikula, SKOP — skopolamin.) a: Draha 4. den experimentu, * p < 0,05, b: latence nalezeni ostriivku
4. den experimentu, * p < 0,05. (Skupinovy primér + SEM.)
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4.3 Experiment 2B: Uéinek dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu v modelu

kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

Predmétem této Casti prace byl dimer 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu (latka pracovné
nazvana S-K1035) s MTDL vlastnostmi zahrnujicimi inhibici cholinesteraz. Cilem bylo
otestovat ucinek této latky v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem
a dale ov¢tit, ze latka S-K1035 aplikovana samostatné nema nezadouci ucinky na chovani
zvitat v MWM. Tento experiment je soucasti publikace ,,Novel tacrine-tryptophan hybrids:
Multi-target-directed ligands as potential treatment for Alzheimer’s disease® (Chalupova et

al., 2019).

Nejprve zvitata absolvovala tfidenni predtrénink v MWM bez aplikace latek. Ovétili jsme,
ze béhem posledniho dne predtréninku vykazovaly vSechny skupiny zvitat stejnou vychozi
uroveil vykonu (nebyl nalezen signifikantni rozdil mezi skupinami v Zddném ze sledovanych
parametri; ANOVA). Skupinové prameéry latence nalezeni ostrivku byly 22-28 s, coz

ukazuje jisty stupen nauceni ulohy.

Ctvrty den byla pied zahdjenim experimentu aplikovana testovana latka S-K1035 (10nM
nebo 100nM koncentrace; i. c. v.) a skopolamin (i. p.). Byla zatazena 1 skupina zvifat s latkou
S-K1035 (100nM) bez koaplikace skopolaminu. Hlavnimi sledovanymi parametry byla
draha, latence nalezeni ostriivku a primérné vzdalenost od ostrivku. Analyza drahy ukazala
signifikantni efekt skupiny (ANOVA, F425 = 7,870, p=0,0003). Samotna latka S-K1035 ve
vyssi testované davce (skupina S-K1035 100 + FYZ) neovlivnila vykon zvitat (vs. FYZ +
FYZ; Tukeyho post hoc test). Podani skopolaminu (FYZ + SKOP) vedlo ke zvySeni drahy
v porovnani s kontrolnimi zvitaty (FYZ + FYZ; Tukeyho post hoc test, p < 0,001). Rovnéz
zvitata s koaplikaci niz8i koncentrace latky S-K1035 a skopolaminu (S-K1035 10 + SKOP)
vykazovala vys§i hodnoty drahy nez kontrolni zvifata (FYZ + FYZ; p <0,01). NiZsi pouzita
koncentrace latky S-K1035 tedy nezvratila projevy skopolaminem indukovaného
kognitivniho deficitu v tomto parametru. Oproti tomu skupina s aplikovanou vyssi
koncentraci latky S-K1035 spolu se skopolaminem (S-K1035 100 + SKOP) se v parametru
dréhy neliSila od kontrolni skupiny FYZ + FYZ, coz ukazuje zmirnéni skopolaminem

indukovaného kognitivniho deficitu u této skupiny (obr. 16a).
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Obr. 16 Utinek dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu (latka S-K1035) v modelu kognitivniho deficitu
vyvolaném skopolaminem v tloze MWM. Jsou zobrazena data ze 4. dne experimentu, kdy byly latky
aplikovany. Vys$si testovana koncentrace latky S-K1035 (100nM) poskytla protektivni U¢inek proti
kognitivnimu deficitu indukovanému skopolaminem. (FYZ — kontrolni skupina s aplikaci fyziologického
roztoku, SKOP — skopolamin.) a: Draha, ** p < 0,01, *** p < 0,001, b: latence nalezeni ostrivku, * p < 0,05,
** p <0,01, ¢: primeérnd vzdalenost od ostrivku, * p < 0,05, *** p <0,001. (Skupinovy primér + SEM.)

Analyza latence vedla k podobnym vysledkiim. Byl pfitomen efekt skupiny (ANOVA, F4 5
= 6,801, p = 0,0008). Samotna latka S-K1035 (S-K1035 100 + FYZ) latenci neovlivnila,
skopolamin (FYZ + SKOP, p < 0,01) 1 jeho koaplikace s niz§i koncentraci S-K1035 (S-
K1035 10 + SKOP; p < 0,05) latenci zvysil (v porovnani se skupinou FYZ + FYZ). Skupina
S-K1035 100 + SKOP se nelisila od skupiny FYZ + FYZ (Tukeyho post hoc test; obr. 16b).
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Obdobné byly i vysledky analyzy primémé vzdalenosti od ostrivku. Skupiny se
signifikantné liSily (F425= 6,840, p=0,0007). Samotna latka S-K1035 (S-K1035 100 + FYZ)
nem¢éla vliv, skopolamin (FYZ + SKOP, p <0,001) i skopolamin s 10nM S-K1035 (p <0,05)
vedly ke zvySeni primérné vzdalenosti od ostrivku (vs. FYZ + FYZ). Skupina s vyssi
koncentraci testované latky a skopolaminem (S-K1035 100 + SKOP) se nelisila od kontrolni
(FYZ + FYZ) skupiny (obr. 16¢).

Vysledky tedy ukazuji, ze samotna latka S-K 1035 podana ve 100nM koncentraci neovlivnila
chovani zdravych zvirat (bez koaplikace skopolaminu) v MWM. Tataz koncentrace latky S-

K1035 zaroven zmirnila kognitivni deficit u zvitat po aplikaci skopolaminu.
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4.4 Experiment 3A: Behavioralni u€inky 7-fenoxytakrinu

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit vliv 7-fenoxytakrinu, derivatu takrinu piisobiciho jako
inhibitor AChE a antagonista NMDA receptort, na lokomocni aktivitu v testu otevieného
pole a na anxietu ve vyvySeném kiizovém bludisti. Behavioralni tlohy byly zvoleny na
zakladé¢ zndmych UcCinkli antagonisti NMDA receptorti. Déle byla v téchto tlohéach
studovana interakce 7-fenoxytakrinu s MK-801, nekompetitivnim antagonistou NMDA
receptorti. Vysledky jsou soucasti publikace ,,7-phenoxytacrine is a dually acting drug with

neuroprotective efficacy in vivo™ (Kaniakova et al., 2021).

441 Test otevieného pole

V testu otevieného pole jsme studovali vliv 7-fenoxytakrinu v davkach 5 a 10 mg/kg na
spontanni lokomoc¢ni aktivitu a dale na hyperlokomoci vyvolanou MK-801 (0,3 mg/kg).
Analyza (dvojcestnd ANOVA) drahy ukazala signifikantni efekt obou faktort: 7-
fenoxytakrinu (F2,38= 7,90, p = 0,0013) a fenotypu, tj. MK-801 (Fi,38= 59,07, p <0,0001).
7-fenoxytakrin pti samostatné aplikaci (tj. bez koaplikace MK-801, fenotyp ,,FYZ*) nem¢l
signifikantni vliv na drahu. Nebyla tedy pfitomna nezadouci hyperlokomoce,
charakteristickd pro nékteré antagonisty NMDA receptorii; naopak jsme evidovali
nesignifikantni tendenci ke sniZzeni drdhy v porovnani s kontrolni skupinou FYZ + DMSO
(obr. 17). Nizké riziko hyperlokomoce a tedy nezddoucich psychotomimetickych uc¢inka 7-

fenoxytakrinu ptedstavuje hlavni a pfiznivy vystup Experimentu 3A.

Oproti tomu aplikace MK-801 vyvolala hyperlokomoci, povazovanou za jeden z projevi
psychotomimetickych ucinkli antagonistt NMDA receptorti. V piipad¢ koaplikace vyssi
pouzité¢ davky 7-fenoxytakrinu (10 mg/kg) s MK-801 doSlo ke zmirnéni hyperlokomoce
indukované MK-801 (p < 0,001; Bonferroniho post hoc test; obr. 17).
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Obr. 17 Vliv 7-fenoxytakrinu na lokomo¢ni aktivitu v testu otevieného pole. Graf ukazuje celkovou drahu
v testu otevieného pole u zvifat dvou riznych fenotypti: zvitat po aplikaci fyziologického roztoku (FYZ) nebo
po aplikaci MK-801 (0,3 mg/kg), kterym byl aplikovain DMSO (vehikulum 7-fenoxytakrinu; bilé sloupce) nebo
7-fenoxytakrin v davce 5 mg/kg (Sedé sloupce) nebo 10 mg/kg (Cerné sloupce). 7-fenoxytakrin nemél u zvifat
s fenotypem FYZ signifikantni vliv na lokomo¢ni aktivitu, zatimco u zvifat s fenotypem MK-801 vyssi
testovana davka 7-fenoxytakrinu snizila hyperlokomoci vyvolanou MK-801. *** p < (0,001. (Skupinovy
pramér + SEM.)

4.4.2 Vyvysené krizové bludisté

Vzhledem k anxiolytickym u€inkiim zastupcii antagonistit NMDA receptorti jsme zatfadili
1test vlivu 7-fenoxytakrinu na anxietu ve vyvySeném kiizovém bludisti. Dale jsme v této
uloze studovali i interakci u¢inkl 7-fenoxytakrinu s t€¢inky MK-801 (0,1 mg/kg). Vliv latek
na anxietu byl hodnocen na zéklad¢ casu straveného v otevienych ramenech bludiste.
Analyza (dvoucestnd ANOVA) tohoto parametru ukézala efekt fenotypu, tj. MK-801 (F1, 39
= 6,845, p = 0,0126). Aplikace MK-801 vedla k prodlouzeni doby stravené v otevienych
ramenech bludisté, coz naznaCuje anxiolyticky uc€inek. Naopak podani 7-fenoxytakrinu
(samostatné ani v kombinaci s MK-801) nemélo na tento parametr signifikantni vliv (Fz, 30
=1,30, p =0,2829). Pozorovali jsme ale nesignifikantni tendenci ke zvySeni ¢asu straveného

v otevienych ramenech u skupiny MK-801 + 7-fenoxytakrin (10 mg/kg) (obr. 18a).

Ve vyvySeném kiizovém bludisti byl vedle vlivu latek na anxietu sledovan 1 jejich vliv na
lokomoc¢ni aktivitu. Analyza (dvoucestna ANOVA) drahy ukézala signifikantni efekt MK-
801 (F1,42= 17,26, p = 0,0002) 1 fenoxytakrinu (F2, 4= 8,108, p = 0,0011). Vyssi davka 7-
fenoxytakrinu (10 mg/kg) potlacila hyperlokomoci indukovanou MK-801 (p < 0,05;

Bonferroniho post hoc test; obr. 18b), coz je v souladu s vysledky z testu oteviené¢ho pole.
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Obr. 18 Vliv 7-fenoxytakrinu na anxietu a lokomo¢ni aktivitu ve vyvyseném kiizovém bludisti. Grafy ukazuji
chovani zvifat dvou riznych fenotypl: zvitat po aplikaci fyziologického roztoku (FYZ) nebo po aplikaci MK-
801 (0,3 mg/kg), kterym byl aplikovan DMSO (vehikulum 7-fenoxytakrinu; bilé sloupce) nebo 7-fenoxytakrin
v davee 5 mg/kg (Sedé sloupce) nebo 10 mg/kg (¢erné sloupce). a: Cas v otevienych ramenech bludisté. Vyssi
¢as v otevienych ramenech naznacuje anxiolytické plisobeni latek. b: Celkova draha. U zvifat s fenotypem
MK-801 vyssi testovana davka 7-fenoxytakrinu snizila hyperlokomoci vyvolanou MK-801. * p < 0,05.
(Skupinovy prumér + SEM.)
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4.5 Experiment 3B: Behavioralni uc¢inky série monotakrinovych derivatu

Predmétem Experimentu 3B byly nové derivaty takrinu pisobici jako inhibitory AChE
a antagonist¢ NMDA receptorii (latky pracovné oznacené K1575, K1576, K1578, K1592,
K1594 a K1599). Cilem bylo otestovat piitomnost nezddoucich uc¢inkl antagonistit NMDA
receptord, které se u laboratornich hlodavcl projevuji jako hyperlokomoce a deficit
prepulzni inhibice tlekové reakce. Uginky latek byly studovany v davkach 1 a 5 mg/kg
abyly porovnany sucinky 7-methoxytakrinu a s ucinky nekompetitivniho antagonisty
NMDA receptori. MK-801. Vysledky jsou soucasti publikace ,,Structure-activity
relationships of dually-acting acetylcholinesterase inhibitors derived from tacrine on N-

methyl-D-aspartate receptors* (Gorecki et al., 2021).

4.5.1 Test otevieného pole

V testu otevieného pole byl studovan vliv latek na lokomoc¢ni aktivitu; U€inky nizsi a vyssi
davky testovanych latek byly analyzovany separatné. Analyza drahy u skupin s nizsi davkou
latek (1 mg/kg) odhalila efekt skupiny (ANOVA; Fg, 37= 6,269, p = 0,0001). Bonferroniho
post hoc test ukédzal sniZzeni lokomo¢ni aktivity po aplikaci latky K1592 (p < 0,0001 vs.
DMSO). Ostatni latky v této davce lokomocni aktivitu signifikantné neovlivnily (obr. 19a).

Dale byla analyzovana lokomocni aktivita zvifat po podani vyssi davky testovanych latek
(5§ mg/kg) a ucinky byly porovnany s Gc€inky 7-methoxytakrinu a MK-801. Analyza dréhy
prokazala efekt skupiny (Brown-Forsythe ANOVA; F*g 1337 = 38,00, p < 0,0001).
Dunnettiv T3 post hoc test ukdzal snizeni lokomoc¢ni aktivity u skupin s latkami K1575,
K1576, K1578, K1592 a K1594 (5 mg/kg; vs. DMSO, p =0,0194, p = 0,0374, p = 0,0001,
p<0,0001 ap=0,0013). Naopak aplikace MK-801 (0,2 mg/kg) vyvolala zvySeni lokomoc¢ni
aktivity (vs. DMSO, p = 0,0098). Latka K1599 ani 7-methoxytakrin lokomoci neovlivnily
(obr. 19b).

Hlavnim vystupem experimentu je nizké riziko indukce hyperlokomoce po aplikaci
testovanych takrinovych derivati plsobicich jako antagonist¢ NMDA receptorl, coZ

naznacuje nizké riziko nezadoucich psychotomimetickych uc¢inkt.

4.5.2 Prepulzni inhibice ulekové reakce
V ramci screeningu potencidlnich psychotomimetickych uc¢inkl testovanych latek byl
zatazen 1 test PPL. PPI je fyziologicky fenomén, ktery je disledkem senzorimotorického

zpracovani a aplikaci psychotomimetik miize byt narusen.
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Analyza PPI u zvifat po aplikaci niz§i davky testovanych latek (1 mg/kg) neprokazala efekt
skupiny (ANOVA; obr. 19¢). Vliv vyssi davky testovanych latek (5 mg/kg) na PPI byl
porovnan 1 s u¢inky 7-methoxytakrinu a MK-801. Tato analyza odhalila efekt skupiny
(ANOVA; Fs,48= 7,377, p < 0,0001). Bonferroniho post hoc test ukézal pouze signifikantni
snizeni PPI u skupiny po aplikaci MK-801 (0,3 mg/kg, p < 0,0001 vs. DMSO). Zadna
z testovanych latek ani 7-methoxytakrin PPI signifikantn€ neovlivnily (obr. 19d).

Ptiznivé vysledky z PPI tedy spolu s vysledky ztestu otevieného pole ukazuji nizky

psychotomimeticky potencial testovanych takrinovych derivata.
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Obr. 19 Behavioralni u¢inky monotakrinovych derivatd K1575, K1576, K1578, K1592, K1594 a K1599
a jejich srovnani s u¢inky MK-801 a 7-methoxytakrinu. Testované takrinové derivaty nevyvolaly nezadouci
zvySeni lokomocni aktivity ani naruSeni PPI. a: Draha v testu otevien¢ho pole — davky 1 mg/kg, b: draha
v testu oteviené¢ho pole — davky 5 mg/kg, ¢: PPI — davky 1 mg/kg, d: PPI — davky 5 mg/kg. * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p <0,001, **** p < 0,0001 vs. DMSO. (Skupinovy primér + SEM.)
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5 DISKUZE

5.1 Experiment 1: Uéinek MK-801, midazolamu a jejich koaplikace v modelu

neurodegenerace a kognitivniho deficitu indukovaném trimethylcinem

Vedle naruseni glutamatergni neurotransmise naznacuji recentni poznatky z modeld AD
1moznou piitomnost dysfunkce GABAergniho systému a dysbalanci mezi témito
excitatnimi a inhibi¢nimi systémy ve prospéch excitace mimo jiné i v hipokampu. Tyto
alterace mohou pftispivat ke kognitivnimu deficitu (Nava-Mesa et al., 2014; Palop et al.,
2007; Verret et al., 2012). Vedle antagonistt NMDA receptord, jejichz zastupce memantin
je schvalenym lékem proti AD, by se tak v 1écbé mohly uplatnit i latky ovliviiujici
GABAergni systém a lze se domnivat, Ze souc¢asna farmakologickda modulace obou téchto
systémi by mohla komplementarnimi mechanismy napomoci k znovunastoleni rovnovahy
mezi excitaci a inhibici a tim i1 k vyrazné€j$Simu zmirnéni kognitivniho deficitu (Nava-Mesa
et al., 2014). Cilem prace proto bylo porovnani u¢inku experimentalni kombinované terapie
a monoterapie antagonistou NMDA receptorti a pozitivnim moduldtorem GABA A receptord.
Jako antagonistu NMDA receptort jsme pouZili MK-801 (dizocilpin), vysokoafinni blokéator
otevieného iontoveho kanalu NMDA receptoru s relativné vysokou selektivitou pro tento
typ glutamatergnich receptora (Ellison, 1995). Jako pozitivni modulator GABA A receptorti
byl zvolen midazolam, jehoz vyhodou oproti vétsSing jinych benzodiazepini je rozpustnost

ve vod¢ (Kanto, 1985).

Utinky opakované aplikace t&chto latek byly studovany v modelu kognitivniho deficitu
a hipokampalni neurodegenerace vyvolané TMT u potkana, v némz kromé jinych procest
relevantnich vzhledem k AD pravdépodobné dochéazi 1 k alteracim glutaméatergniho
a GABAergniho systému: zvySeni vylevu a sniZeni od¢erpavani glutamatu (Aschner et al.,
1992; Dawson et al., 1995), snizeni hladiny GABA v hipokampu (Earley et al., 1992),
zméndm exprese GABA receptori (Nishimura et al., 2001) a degeneraci GABAergnich
kosickovych bun€k v gyru dentatu (Chang and Dyer, 1985). Tyto zmény by mohly do urcité
miry napodobovat dysbalanci excitace a inhibice. Po ukonceni protektivni aplikace byla
studovana prostorova kognice a asociativni uceni a experiment byl zakon¢en odbérem tkané
pro ucely analyz hipokampalni neurodegenerace. Oproti ptivodni hypotéze jsme v klicové
kognitivni uloze prokézali u¢inek samostatné i kombinované aplikace testovanych latek bez

signifikantni superiority kombinované aplikace. V nésledné stereologické analyze
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hipokampalni neurodegenerace jsme prokazali mirny protektivni efekt kombinované terapie,

zatimco signifikantni efekt monoterapii prokézan nebyl.

5.1.1 Behavioralni analyza: pozitivni vliv kombinované aplikace
i monoterapii

Prostorova kognice zvifat byla testovana v hipokampalné zavislé uloze MWM. V souladu
s literaturou (Earley et al., 1992; Lalkovicova et al., 2016; O’Connell et al., 1994) TMT
indukoval kognitivni deficit. Zvitata po aplikaci TMT vykazovala zhorSené kognitivni
schopnosti béhem celého experimentu, ndstup uceni byl opozdény a dle kumulativni latence
jejich vykon ve findlni fazi experimentu nedosahl trovné kontrolnich zvifat. Tyto projevy
jsou pravdépodobné dusledkem selektivniho deficitu kognitivnich funkci, jelikoz kontrolni
procedury (plavba s viditelnym ostriivkem a testy otevieného pole) neprokazaly ptitomnost
vyznamné poruchy nekognitivnich (zejm. senzorickych a motorickych) funkei, kterd by

mohla chovani v MWM nespecificky ovlivnit.

Aplikace MK-801, midazolamu 1 jejich koaplikace zmirnila projevy kognitivniho deficitu
ve sledovanych parametrech. U¢inky monoterapii jsou v souladu s diive popsanym
terapeutickym ucinkem latek s podobnym mechanismem ucinku v pouzitém modelu a uloze,
a sice gaboxadolu (THIP) (O’Connell et al., 1994), ktery je agonistou extrasynaptickych
GABAA receptortt (Meera et al., 2011), a déale fencyklidinu, ktery pfedstavuje nepfilis
selektivniho antagonistu NMDA receptori (Earley et al., 1990).

Kombinovana aplikace MK-801 a midazolamu vSak ve vétSiné¢ parametrii vykazovala
podobnou ucinnost jako tyto latky aplikované samostatné. Vysledkem, ktery by mohl
naznacovat tendenci k vys§i ucinnosti kombinované aplikace, byla signifikantné nizsi
primérnd vzdalenost od ostritvku u skupiny s kombinovanou aplikaci (TMT + MK-801 +
midazolam), ale nikoli u skupin s monoterapii (TMT + MK-801 a TMT + midazolam)
v poslednich dvou dnech experimentu v porovnani se skupinou TMT. Tento nélez odrazi
efektivnéj$i prostorovou strategii téchto zvifat (Whiting and Kokiko-Cochran, 2016).
V souladu s tim jsme u skupiny s kombinovanou aplikaci pozorovali niz§i skupinovy primér
kumulativni latence neZ wuskupin s monoterapii; rozdil vSak nedosahl statistické
signifikance. Nelze tedy vylouc¢it moznost, Ze subtilni rozdil mezi kognitivni vykonnosti
skupin s monoterapii a kombinovanou aplikaci byl pfitomen, av§ak pouzitd zdkladni verze
MWM nebyla dostatecné citliva, aby jej detekovala. Celkové se vSak signifikantni

superioritu kombinované aplikace nad monoterapiemi prokézat nepodafilo.

81



Druhou pouzitou kognitivni ulohu piedstavovalo kontextualni strachové podminovani,
averzivni asociativni tloha vyzadujici integritu amygdaly a do jist¢ miry i hipokampu
(Kochli et al., 2015; Maren and Fanselow, 1997; Wiltgen et al., 2006). Analyza studovaného
kognitivniho parametru, kumulativni doby freezingu, neprokazala signifikantni rozdily mezi
skupinami, ac¢koli byla pozorovana nesignifikantni tendence ke zhorSeni vykonu u skupin
TMT a TMT + MK-801. Vysledky jsou v rozporu se studii, kde signifikantni snizeni
freezingu po aplikaci TMT ptitomno bylo (Takahashi, 2004). Pfi¢inou této diskrepance by

mohly byt odli$nosti experimentalniho designu.

5.1.2 Histologicka analyza: pozitivni vliv kombinované aplikace

Po skonceni behavioralnich experiment bylo pfistoupeno k odbéru mozkové tkané
a analyze neurodegenerace v senzitivni oblasti hipokampu pomoci stereologickych metod.
V souladu s literaturou (Robertson et al., 1987; Whittington et al., 1989) aplikace TMT
rezultovala ve vyrazny pokles neurondlni denzity v oblasti CA2/3 v dorzalnim hipokampu.
Monoterapie MK-801 nebo midazolamem v podminkdch pouzitého experimentdlniho
designu a nacasovani odbéru nepostacovala k signifikantnimu zmirnéni neurodegenerace,
zatimco kombinovana aplikace (TMT + MK-801 + midazolam) méla ¢asteCny protektivni

efekt. Histologické vysledky tedy naznacuji superioritu kombinované aplikace.

Neuroprotektivni G¢innost samostatné aplikace antagonistt NMDA receptorit ani
pozitivnich modulatori GABAa receptorit v TMT modelu neni pfili§ prozkoumana
a vysledky studii jsou spiSe negativni (Gunasekar et al., 2001; Shuto et al., 2009; Zimmer et
al., 1985). NaSe vysledky vSak naznacuji, Ze koaplikaci téchto latek je mozno jistého
protektivniho ucinku dosdhnout. I pozorovany castecny protektivni efekt povazujeme za
vyznamny vzhledem k prodlevé mezi ukoncenim protektivni aplikace a odbérem
histologického materidlu, béhem které degenerace pokracovala (Latini et al., 2010;
Robertson et al., 1987; Whittington et al., 1989), a déale vzhledem ke skutecnosti, Ze
analyzovana oblast hipokampu zahrnovala oblast CA3c, povazovanou za extrémné

senzitivni k neurotoxickym ucinkim TMT (Robertson et al., 1987; Whittington et al., 1989).

Stereologicka analyza byla doplnéna analyzou morfometrickych parametrii téze c¢asti
dorzélniho hipokampu, volenych na zéklad¢ popsaného ztenceni hipokampu a konkrétné
zejména gyru dentatu v dusledku intenzivni TMT-indukované neurodegenerace v oblasti
CA3c (Brown et al., 1979; Dyer et al., 1982; Robertson et al., 1987). Intenzivni degenerace

se dle stupné zavaznosti miize §ifit z CA3c smérem k CA3b a CA3a, coz se mlze projevit
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jako zkréceni linie pyramidalnich bun¢k (Dyer et al., 1982). V souladu s tim jsme prokazali
zmenSeni plochy gyru dentatu a zkraceni linie pyramidalnich bun€k u zvifat s aplikovanym
TMT; ztenceni dorzalniho hipokampu prokazano nebylo. Redukce plochy gyru dentatu byla
signifikantné¢ zmirnéna kombinovanou aplikaci studovanych protektivnich latek, zatimco
efekt monoterapii byl pouze parcidlni, coz spolu se stereologickymi vysledky naznacuje
superioritu kombinované aplikace. V parametru délky linie pyramidéalnich bun¢k jsme vedle

kombinované aplikace pozorovali i protektivni vliv samotného midazolamu.

5.1.3 Celkovy efekt testovanych latek v TMT modelu a mozné mechanismy
uc€inku

Celkové tedy behavioralni a histologické analyzy vedly k odlisnym vysledktim, kdy vSechny
tfti lécebné rezimy podobnou mérou zmirnily kognitivni deficit v MWM, zatimco
v pozdéjsim stanoveni neurondlni denzity v dorzalnim CA2/3 byl signifikantni protektivni
efekt potvrzen pouze u skupiny s kombinovanou aplikaci. Zaroven je tieba podotknout, ze
tento neuroprotektivni efekt kombinované aplikace byl ve zvoleném ¢asovém bod¢ pouze
mirny, a naopak v MWM jsme pozorovali nesignifikantni tendenci k vylepSeni vykonu
u skupiny s kombinovanou aplikaci. ProtoZze vSak zmirnéni kognitivniho deficitu
povazujeme za kliCcovy parametr ucinnosti studovanych latek, nemlzeme konstatovat

potvrzeni pivodni hypotézy o superiorit€ kombinované aplikace.

Nase vysledky proto zcela nepotvrzuji synergistické interakce antagonisti NMDA receptorti
a pozitivnich modulatori GABAA receptorti popsané v jinych modelech patologii CNS.
Jmenované latky mohou mit synergistické protektivni G€inky v modelech excitotoxicity, jak
bylo dokazano koaplikaci ketaminu a thiopentalu sodného ve studii in vitro (Shibuta et al.,
2006). V in vivo modelu ischemie a excitotoxicity zvysila koaplikace MK-801 a agonisty
GABAA receptori muscimolu protektivni G€innost ve smyslu neuroprotekce 1 zmirnéni
nasledného kognitivniho deficitu (Lyden and Lonzo, 1994). Kromé toho antagonisté NMDA
receptori a pozitivhi modulatory GABAa receptori vcetné benzodiazepini mohou
vykazovat synergistické u¢inky 1 v modelech jinych patologii CNS, a to epilepsie (Martin
and Kapur, 2008; Niquet et al., 2016; Shakarjian et al., 2015) a néasledného kognitivniho
deficitu (Niquet et al., 2016). Jind studie vSak synergistické antikonvulzivni G¢inky

neprokazala (Fidecka and Pirogowicz, 2002).

Interpretace naSich vysledkii a identifikace moznych mechanismi ucinku a interakci

studovanych latek je limitovana ne zcela znamym mechanismem neurotoxicity TMT

83



anejasnou roli alteraci neurotransmiterovych systémi v tomto mechanismu. Alterace
neurotransmise a excitotoxicita glutamatu byly povazovany za jeden z moznych faktori
prispivajicich k neurotoxickym t¢inkim TMT (Koczyk, 1996). Na druhou stranu vysledky
studii naznacCuji, Ze modulatory neurotransmiterovych receptori. mohou zmiriiovat
behavioralni projevy indukované TMT (Earley et al., 1990; O’Connell et al., 1994), avsak
zmirnéni neurodegenerace a asociovanych procesit je podstatné méné uspokojivé
(Gunasekar et al., 2001; Shuto et al., 2009; Zimmer et al., 1985). Tato skutecnost vedla
nckteré autory k domnénce, ze alterace neurotransmise je v TMT modelu spisSe sekundarnim
jevem prispivajicim ke kognitivnimu deficitu, nez vyznamnou pfi¢inou neurodegenerace
(Corvino et al.,, 2013). Prokognitivni a neuroprotektivni ucinky latek ovliviujicich
neurotransmisi v TMT modelu proto nemusi byt nutné zprosttedkovany stejnymi
mechanismy a neni zfejmé, zda hlavnim podkladem prokognitivnich G¢inkl antagonistii
NMDA receptorti a pozitivnich modulatorti/agonistt GABAAa receptord v TMT modelu je
zmirnéni neurodegenerace nebo jiné mechanismy. V této souvislosti je tfeba zdlraznit, Ze
v ndmi provedeném experimentu byly z etickych divodi k behaviordlnim a naslednym
histologickym experimentiim pouzity stejné skupiny zvifat, coz vedlo k 17denni prodlevé
mezi ukoncenim aplikace testovanych latek a odbérem histologického materidlu.
Histologické analyzy tak neposkytuji informaci o urovni neuroprotekce v dobé ukonceni

aplikace, ani si nekladou za cil studium vztahu histologickych a behavioralnich a¢inkt latek.

Jako jeden z moznych mechanismi pozorovaného neuroprotektivniho ucinku kombinované
aplikace se jevi zmirnéni excitotoxicity glutamatu, jelikoZ protektivni plisobeni antagonistt
NMDA receptortt (McDonald et al., 1989; Schauwecker, 2010) i pozitivnich moduléatort
GABAA receptori (Ito et al., 1999; Mazzone and Nistri, 2019; Nelson et al., 2000) proti
excitotoxicité je znamo a pii jejich koaplikaci mohou byt tyto jejich U€inky synergistické
(Shibuta et al., 2006). TMT neni sam o sob& excitotoxinem, tj. neaktivuje piimo
glutamatergni receptory (Kriiger et al., 2005), avSak nepifimo indukovana excitotoxicita
a hyperstimula¢ni poskozeni neuronti byly zvazovany jako jeden moznych z mechanismut
jeho neurotoxicity. Ugast excitotoxicity ziistava do sou¢asné doby nejasna a nebyla piimo
potvrzena (Corvino et al., 2013). Hypotéza hyperstimulaéniho mechanismu neurotoxicity
TMT byla navrzena v 80. letech 20. stoleti L. W. Changem (Chang, 1986). Charakter
poskozeni mozku vyvolaného TMT byl skupinou L. W. Changa ptipodobiiovan k poskozeni
indukovanému excitotoxinem (Dyer et al., 1982) a degenerace pyramidalnich neurona
v CA3 byla ptipisovana jejich hyperstimulaci disinhibovanymi granularnimi buiikkami gyru

dentatu (Chang, 1986; Chang and Dyer, 1985; Whittington et al., 1989). Pfi¢inou disinhibice
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granularnich bun¢k mize byt ztrata inhibi¢ni kontroly v diisledku degenerace GABAergnich
kosickovych bunék v gyru dentatu v Casnych fazich intoxikace TMT (Chang and Dyer,
1985). Tyto hypotézy byly podpoieny detailnimi studiemi spatiotemporalni dynamiky
degenerace v jednotlivych hipokampalnich oblastech. Bylo prokazano, ze oblast CA3 je vice
zasazena v septalnim, zatimco granuldrni vrstva gyru dentatu naopak v temporalnim
hipokampu (Chang, 1986). Opacny gradient poskozeni téchto neuronalnich populaci podél
septotemporalni osy hipokampu podporoval domnénku, ze funk¢ni granularni buiikky by
mohly byt nutnym piedpokladem pro degeneraci pfilehlych pyramidalnich bunék v CA3
(Chang, 1986; Whittington et al., 1989). Byla navrzena i hypoteticka role NMDA receptorti
v patologickém procesu (Aschner and Aschner, 1992). S hypotézou hyperstimula¢niho
mechanismu neurotoxicity TMT je konzistentni i ndlez zvySené hladiny glutamétu (Aschner

et al., 1992; Dawson et al., 1995).

Aplikace antagonistt NMDA receptort, u nichz by se v ptipad€ ucasti excitotoxicity dal
oc¢ekavat neuroprotektivni efekt, vSak nevedla k zdsadnimu zmirnéni neurodegenerace
(Shuto et al., 2009) ani souvisejicich patologickych procesti vyvolanych TMT (Dawson et
al., 1995; Gunasekar et al., 2001). V pozd¢jsi dobé se pozornost piesunula k jinym moznym
mechanismim toxicity TMT (napf. role proteinu stanninu (Thompson et al., 1996))
arelevance hypotéz hyperstimulacniho poskozeni pyramidéalnich neuront tak zistava
nejasnd. Dle soucasnych poznatkli excitotoxicita a souvisejici aktivace NMDA receptorti
nepfedstavuje hlavni mechanismus zodpovédny za neurotoxicitu TMT, mohla by vSak
prohlubovat oxidaéni stres vznikajici primarn€ jinymi mechanismy a tim k degeneraci
prispivat (Geloso et al., 2011; Gunasekar et al., 2001). V tomto pfipadé by se mohl uplatnit

také antioxidacni efekt aplikovaného midazolamu (Liu et al., 2017).

Zavérem mizeme konstatovat, Ze tfebaze jsme u kombinované aplikace pozorovali zvySeni
neuroprotektivni U¢innosti a nesignifikantni tendenci k vylepSeni ucinku na kognici,
signifikantni rozdil mezi kombinovanou aplikaci a monoterapii v kli€ovém kognitivnim

testu prokdzan nebyl a ptivodni hypotéza se tedy nepotvrdila.

5.1.4 Vysledky barveni Fluoro-Jade B

Histochemické barveni Fluoro-Jade B bylo pivodné planovano jako dopliitkovd metoda
hodnoceni hipokampalni neurodegenerace. Fluoro-Jade je anionicky fluorochrom s ne zcela
objasnénym mechanismem pulsobeni, primarné pouzivany ke znaceni degenerujicich

neurond. Metoda byla predstavena v roce 1997 a validovana korelaci s vysledky tradi¢nich
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histologickych metod ve vice riznych modelech neurodegenerace u potkana (Schmued et
al., 1997). Pozdé¢ji bylo piedstaveno barveni Fluoro-Jade B vynikajici vyssi specificitou
(Schmued and Hopkins, 2000a), které¢ bylo s tuspéchem pouzito také v TMT modelu ke
kvantifikaci degenerace neuronil v oblasti CA1 ve vzorcich odebranych 7 dni po aplikaci
TMT (Lalkovicova et al., 2016). Oproti tomu v ndmi zvoleném experimentalnim designu
zahrnujicim odbér tkdn€ v pozdé&jsi fazi neurodegenerace vyvolané TMT nebyla tato metoda
shledana pfili§ vhodnou. V pyramidélni bunécné vrstvé (zejm. oblast CAl) v dorzalnim
hipokampu byly u zvifat po aplikaci TMT (samostatné i v koaplikaci se studovanymi
protektivnimi rezimy; nikoli u kontrolnich zvifat) pfitomny Fluoro-Jade B-pozitivni
neurony. U vétSiny téchto zvifat ale byl jejich pocet nizky a nebylo pfistoupeno ke
kvantifikaci. Je pravdépodobné, ze ve zvoleném casovém bodé odbéru tkdné byla
neurodegenerace 1 pies znamy prolongovany prubéh jiz za svou vrcholnou fazi (Latini et al.,
2010; Robertson et al., 1987). Dale potencialn¢ mohla hrat roli i néktera specifika Fluoro-

Jade barveni v chronickych fazich neurodegenerace.

Interesantnim vedlejSim nalezem byla pfitomnost Fluoro-Jade pozitivnich elementt
identifikovanych dle jejich morfologie jako mozné astrocyty. Tyto buiiky jsme pozorovali
témer u vSech zvitat po aplikaci TMT bez ohledu na soucasnou protektivni 1é¢bu, a to
zejména v oblasti hilu gyru dentatu (véetné CA3c), zatimco u kontrolnich zvifat pfitomny
nebyly. Suspektni astrocytalni pivod Fluoro-Jade B pozitivnich elementi u zvifete
s aplikovanym TMT byl posléze podpoten vysledky dvojiho barveni Fluoro-Jade B
s imunohistochemickym znacenim astrocyti (GFAP), provedeného u vybranych

histologickych fezii a ukazujiciho kolokalizaci.

Pritomnost aktivovanych astrocyt v hipokampu, zejména v oblasti CA3 a v hilu gyru
dentatu v pokrocilejSich asovych obdobich po aplikaci TMT je znama z literatury (Balaban
et al., 1988; Brock and O’Callaghan, 1987; Latini et al., 2010). PfiCiny afinity Fluoro-Jade
B k astrocytim jsou vSak nejasné. Nalez Fluoro-Jade B pozitivnich astrocytii byl popsan
omezenym poctem studii v nckolika rtiznych modelech patologii CNS, a to zejména
v pozd¢jsich ¢asovych obdobich. Selektivita barveni Fluoro-Jade pro degenerujici neurony
byla zpochybnéna identifikaci Fluoro-Jade pozitivnich reaktivnich astrocyti a €asnych
diferencujicich astroglialnich bunék v histologickych fezech z mozkové kiry pacientti s AD
a také z modelu chirurgické korové 1éze u primat (Colombo and Puissant, 2002). Podobny
jev byl udajné pozorovan 1 piimo v modelu neurodegenerace indukovaném TMT

v pokrocilejsim ¢asovém obdobi (Pennypacker et al., as cited in (Butler et al., 2002)); jde
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vSak o sekundarni citaci nepublikovanych vysledki a neni ziejmé, zda byl astrocytalni ptivod
bun¢k potvrzen imunohistochemicky. Fluoro-Jade pozitivni astrocyty byly pozorovany dale
1 ve vzorcich mozkii potkani odebranych 2 meésice po indukci prionového onemocnéni
(Schmued and Hopkins, 2000b) a ve striatu od 14. dne po okluzi stifedni mozkové tepny
(Butler et al., 2002). Skute¢nost, ze Fluoro-Jade pozitivni astrocyty byly pozorovéany az od
14. dne po inzultu, ackoli k aktivaci astrocytl (identifikované imunohistochemickym
barvenim GFAP) dochazi jiz jeden den po inzultu, vedla autory k domnénce, Ze pfi¢inou
pozitivity astrocytll na Fluoro-Jade nemusi byt pouhd jejich aktivace, ale mize jit o astrocyty
v procesu bunééného poskozeni (Butler et al., 2002). Na druhou stranu Fluoro-Jade muze
barvit i quiscentni astrocyty v miSe intaktnich zvitat (Anderson et al., 2003). Netypické
vysledky barveni Fluoro-Jade B reportovala i M. Damjanac a kol. v mySim dvojité
transgennim modelu AD zalozeném na amyloidni hypotéze. Navzdory zndmé masivni
neurodegeneraci v oblasti CA1 v tomto modelu autofi nepotvrdili pfitomnost Fluoro-Jade B
pozitivnich neurond, v uvedené oblasti ale byly nalezeny Fluoro-Jade B-pozitivni bunécné
elementy identifikované pomoci dvojiho barveni se specifickou protilatkou GFAP jako
aktivované astrocyty. V souladu s nasimi vysledky tak autofi konstatuji, Ze méné zndmym
vyuZitim barveni Fluoro-Jade B, pouZivaného u akutnich inzultd k detekci degenerujicich
neurontl, by pfi chronickych neurodegenerativnich procesech v€. modelli AD mohla byt

identifikace a studium aktivovanych astrocytli (Damjanac et al., 2007).
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5.2 Experiment 2: Uéinek multipotentnich takrinovych derivati inhibujicich
acetylcholinesterazu v modelu kognitivniho deficitu indukovaném

skopolaminem

Multipotentni slouceniny jsou v soucasné dobé v popiedi zdjmu odborné vetejnosti
zabyvajici se vyvojem potencidlnich 1éka pro 1é¢bu AD. V Experimentu 2 jsme prokazali
terapeuticky efekt dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu (latka pracovné oznacena
10w) a dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu (latka pracovné oznacena S-K1035), novych
multipotentnich sloucenin pisobicich mimo jiné jako inhibitory AChE, v modelu
kognitivniho deficitu vyvolaném skopolaminem u potkana. Skopolamin prostfednictvim
blokady muskarinovych cholinergnich receptort (Bolden et al., 1992; Hulme et al., 1978)
naruSuje cholinergni neurotransmisi a tim 1 kognitivni funkce (von Linstow Roloff et al.,
2007), coz do jisté miry napodobuje situaci u pacienti s AD (Bartus et al., 1982; Davies and
Maloney, 1976) a umoznuje preklinické testovani prokognitivnich G¢inkd inhibitortt AChE.

Jako test prostorové kognice bylo pouzito MWM.

5.2.1 Experiment 2A: Uéinek dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu
v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

Prvni studovana latka, dimer 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu (latka 10w),
predstavuje inhibitor AChE s vysokou potenci (ICso = 18 nM) a velmi vyraznou selektivitou
pro AChE oproti BChE. Dal$imi vlastnostmi této latky potencialné relevantnimi pro 1écbu
AD je inhibice agregace amyloidu beta a stfedné silna inhibice ABAD (Nepovimova et al.,
2021). Pfi orienta¢nim posouzeni nezadoucich ucinki latky 10w byla davka 1 mg/kg (i. p.)
shledana bezpec¢nou, zatimco v davce 10 mg/kg jsme pozorovali mirné az sttedné zavazné
pfiznaky (sniZzeni aktivity, prijem, Zvykaci pohyby). Zminéné piiznaky patii mezi znamé
projevy intenzivni cholinergni stimulace (Bejar et al., 1999; Carriero et al., 1997; Hunter et

al., 1989; Misik et al., 2018; Namba, 1971).

Cilem nasledné ¢asti experimentu bylo stanoveni efektu latky 10w v modelu kognitivniho
deficitu vyvolaném skopolaminem a porovnani s G€inky takrinu (ICso (AChE) = 320 nM
a ICso (BChE) = 88 nM (Nepovimova et al., 2021)). Oba inhibitory AChE byly aplikovany
v davkach, které pii samostatné aplikaci nezplsobuji vyznamné nezddouci (napf.
parasympatomimetické) behaviordlni uc¢inky. V ptipad¢ latky 10w byla zvolena davka
2 mg/kg. Obdobn¢ i takrin ve zvolené davce 2,5 mg/kg (ale nikoli 5 mg/kg) nema dle

vvvvvv
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tremor, salivace, abdukce zadnich koncetin), které by interferovaly s chovdnim zvifat

v uloze MWM.

Skopolamin vyvolal deficit prostorové paméti v MWM, coz je v souladu s literaturou (Bejar
et al., 1999; Entlerova et al., 2013; Janas et al., 2005; Puri et al., 2014; von Linstow Roloff
et al., 2007). Pii koaplikaci latky 10w se podaiilo prokdzat zmirnéni kognitivniho deficitu
atedy ucinnost predmétné latky in vivo. Skopolaminem indukovany kognitivni deficit
v uloze MWM muze byt redukovan ¢i eliminovéan aplikaci mnoha dalSich inhibitort AChE
vcetné klinicky pouzivaného donepezilu (Laczo et al., 2017) a rivastigminu (Bejar et al.,
1999) a dale naptiklad fenserinu (Janas et al., 2005), takrinu (Bejar et al., 1999; H. Wang et
al., 1999a), bis-7-takrinu (H. Wang et al., 1999a) nebo urcitych rostlinnych extraktd (Puri et
al., 2014; Upadhyay et al., 2018). Obdobné v piipad¢ 6-chlorotakrinu, vychozi molekuly
testované latky 10w, byl zaznamenén pozitivni efekt v modelu kognitivniho deficitu
vyvolaném quinuclidinyl benzilatem (Misik et al., 2018), ktery ma obdobny mechanismus
ucinku 1 biologické tcinky jako skopolamin (Misik et al., 2014). Inhibitory AChE zvySuji
hladinu acetylcholinu, ktery patrné kompetici se skopolaminem omezuje vazbu skopolaminu

na muskarinové receptory a zmirfiuje biologické ti¢inky skopolaminu (Janas et al., 2005).

V piipad¢ takrinu jsme na rozdil od latky 10w pozitivni vliv na kognitivni funkce
neprokazali. Vysledky tedy ukazuji superioritu G€¢inku latky 10w nad acinky takrinu ve
zvolenych davkach. Nami pozorovana absence t€inku takrinu je v rozporu s vysledky studii
popisujicich alesponi parcidlni efekt takrinu ve skopolaminem vyvolaném modelu
kognitivniho deficitu v riiznych modifikacich MWM (Bejar et al., 1999; H. Wang et al.,
1999a). Pfi¢inou neucinnosti takrinu v nasem experimentu by mohlo byt pouziti nizké
davky. Davkové zavislost prokognitivnich u€inka inhibitorit AChE je ve skopolaminem
vyvolaném modelu kognitivniho deficitu u potkana (Bejar et al., 1999; Braida et al., 1996)
1u pacient s AD (Canal and Imbimbo, 1996) né¢kdy popisovéna kiivkou ve tvaru
obraceného pismene ,,U*. Pfili§ nizké davky inhibitord AChE patrn€ nevyvolaji dostate¢né
zvySeni hladiny acetylcholinu, které by vytésnilo skopolamin z vazby na muskarinovy
receptor, zatimco divodem neucinnosti pfili§ vysokych davek by mohla byt aktivace
presynaptickych cholinergnich autoreceptorli zna¢né¢ zvySenou hladinou acetylcholinu
anasledna redukce vylevu acetylcholinu (Braida et al., 1996; Weinstock, 1999). Dle
vysledkli preklinickych studii jsou inhibitory AChE optimédlné¢ ucinné v davkach
zpusobujicich 15-50% inhibici aktivity mozkovych cholinesteraz (Braida et al., 1996; Misik

et al., 2018). Rozmezi uCinnych davek inhibitorit AChE vcetné takrinu ve skopolaminem
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indukovaném animalnim modelu kognitivniho deficitu mize byt pomérné¢ uzké, jak bylo
zjiSténo pii experimentech v radialnim bludisti (Braida et al., 1996); naopak v urcitém
designu experimentu v MWM byl takrin U¢inny v Sirokém rozmezi davek (Bejar et al.,
1999). Davody téchto rozdilnych vysledkl jsou nejasné. Antiamnesticky ucinek inhibitora
ACHhE je navic ovlivnén i pouzitou davkou skopolaminu a typem a designem ulohy (Bejar

et al., 1999), coz dale komplikuje porovnani a interpretaci vysledki predchozich studii.

Davky takrinu popisované jako U€inné v modelu kognitivniho deficitu vyvolaném
skopolaminem jsou ve srovnani s ndmi zvolenou ddvkou casto relativné vysoké (napf.
8 mg/kg takrinu pfi soucasné aplikaci 5 mg/kg skopolaminu i. p. (Jackson and Soliman,
1995), nebo az 17,7 mg/kg takrinu a 0,5 mg/kg skopolaminu, subkutanni aplikace (Bejar et
al., 1999)) a mohou se v nékterych ptipadech blizit davkam, které jiz maji nezadouci u¢inky
pfi samostatné aplikaci (Yoshida and Suzuki, 1993). Také podle naSich ptedchozich
vysledkt takrin ve srovnatelné vysokych davkach (7,5 mg/kg, bez soucasné aplikace
skopolaminu) zpisoboval zdvazné vedlejsi Gc€inky, které narusenim motorickych funkci
prakticky znemoznily testovani zvitat v MWM (nepublikovana data). Je-li spolecné
s takrinem koaplikovan skopolamin, miize nezadouci G¢inky takrinu potlacit (Hunter et al.,
1989; Nielsen et al., 1989). ProtoZe v publikovanych studiich prokazujicich uc€inek takrinu
v modelu kognitivniho deficitu vyvolaném skopolaminem mnohdy nejsou zafazeny skupiny
se samostatnou aplikaci takrinu bez koaplikace skopolaminu, nelze vyloucit, Ze ucinné
davky takrinu by v nékterych ptipadech pi1 samostatné aplikaci jiz mohly disponovat
potencidlem indukce nezadoucich G€inkl. Oproti tomu v ndmi provedeném experimentu
byla pouzita niz$i dévka takrinu volend na zaklad¢ absence nezadoucich uU¢inkl pii
samostatném podani, coz mohlo byt pfi¢inou nedostate¢né u¢innosti. K ne zcela vyhodnému
profilu takrinu miiZe ptispivat spiSe nizka inhibice cholinesteraz v hipokampu a relativné

vysoka inhibice cholinesterdz ve striatu a ve svalech (Bejar et al., 1999).

V davkach zvolenych na zaklad¢ absence ziejmych projevii nezadoucich u€inkl jsme tedy
prokdzali mirny efekt latky 10w, ale nikoli takrinu, coz mize naznacovat ptiznivéjsi profil
terapeutické UcCinnosti a nezadoucich ucinkd latky 10w. Faktorem pfispivajicim
k rozdilnému profilu testovanych latek by mohla byt jejich rozdilné selektivita pro AChE.
Takrin je neselektivnim inhibitorem AChE i BChE (Hunter et al., 1989), kterdzto vlastnost
muze byt dle literatury asociovana se zvySenim rizika perifernich nezddoucich ucinki, ale

ne nutné se zvySenim ucinnosti v CNS (Liston et al., 2004). V souladu s (Liston et al., 2004)

se tak pouziti latky s vyssi selektivitou a potenci inhibice AChE, reprezentovanou v nasem
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experimentu latkou 10w (Nepovimova et al., 2021), jevi vyhodnéjsi. Obdobné i1 vysledky
studie zaméfené na porovnani ucinnosti takrinu s bis-7-takrinem, ktery je podobné¢ jako latka
10w inhibitorem AChE s vyssi potenci a selektivitou nez takrin (Pang et al., 1996), ukazaly
vysS§i ucinnost bis-7-takrinu v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem
(H. Wang et al., 1999a). Celkov¢ tedy vysledky naSich experimentd potvrzuji potencial

dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu (10w) pro 1écbu AD.

5.2.2 Experiment 2B: Uéinek dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu
v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

Predmétem druhé Casti studie (Experiment 2B) byl dimer 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu
(latka S-K1035), ptsobici jako potentni a vyvadzeny inhibitor obou cholinesteraz (ICso
(AChE)=6,3nM a ICso (BChE)=9,1 nM). Od vychoziho 6-chlorotakrinu se tedy lisi siln&j$i
inhibici cholinesterdz a absenci selektivity pro AChE. Dal§imi pfinosnymi u¢inky
multipotentni slouc¢eniny S-K1035 jsou inhibice spontdnni i AChE-indukované agregace
amyloidu beta a stfedn¢ silna inhibice nNOS (Chalupova et al., 2019). V nasem experimentu
jsme prokazali davkové =zavisly pozitivni efekt latky S-K1035 ve skopolaminem

indukovaném modelu kognitivniho deficitu u potkana.

Pro ne zcela optimalni farmakokinetické vlastnosti (priinik hematoencefalickou bariérou)
jsme zvolili i. ¢. v. aplikaci studované latky, coZ si vyZzadalo modifikaci designu MWM.
Protoze kazdodenni i. c. v. aplikace nebyla z praktickych diivodi (mj. nebezpeci infekce,
poSkozeni implantatu) Zzadouci, zvolili jsme jednordzovou aplikaci testované latky
a skopolaminu posledni den MWM po piedchozim tréninku intaktnich zvifat bez

farmakologické intervence.

V modelech kognitivniho deficitu ve verzi MWM pro dlouhodobou pamét’ je skopolamin
vetSinou aplikovan denné jiz od pocatku prostorového tréninku zvitat. NaruSeni akvizice
skopolaminem v tomto uspofadani experimentu je ziejmé (Bejar et al., 1999; Entlerova et
al., 2013; Janas et al., 2005; Puri et al., 2014). Oproti tomu vliv skopolaminu na vybaveni
(retrieval) informaci pfedtim naucenych intaktnimi zvifaty bez vlivu skopolaminu je
studovan méné casto, role cholinergniho systému a muskarinovych receptorlt v tomto
procesu je mén¢ objasnéna a vysledky ohledné vlivu skopolaminu na vybaveni prostorové
paméti v MWM se rozchazeji (Jackson and Soliman, 1995; Kim and Ryu, 2008). Davky
skopolaminu narusujici akvizici nemusi byt dostacujici k naruSeni vybaveni (Kim and Ryu,

2008), kdy muze byt nutné podat vyssi davku skopolaminu (Buresova et al., 1986).
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Aplikovali jsme proto relativné vysokou davku skopolaminu 5 mg/kg, zvolenou dle studie
J. J. Jackson a M. R. I. Solimana (Jackson and Soliman, 1995). Ve jmenované studii byl
pouzit nepiili§ intenzivni intaktni prostorovy piedtrénink. Pouzili jsme proto tfidenni
intaktni prostorovy predtrénink se snizenym poctem plaveb. Skupinové pruméry latence
nalezeni ostriivku 22-28 s posledni den predtréninku ukazaly jisty stupeii nauceni ulohy, ale
dle nasich zkuSenosti pravdépodobné jesté nebylo dosazeno asymptotické irovné vykonu.
Testovana latka 1 skopolamin byly aplikovany 4. den experimentu. V souladu se studii
(Jackson and Soliman, 1995) se aplikaci skopolaminu podafilo vyvolat kognitivni deficit.
Skopolamin tedy muize za urcitych okolnosti narusit pamét’ i ve fazi vybaveni. K vylevu
acetylcholinu v hipokampu dochézi i pfi feSeni jiz naucené prostorové ulohy (Fadda et al.,
prostfednictvim muskarinovych receptortt pravdépodobné ucastni i faze vybaveni pameéti
v uloze MWM (Rashid and Ahmed, 2019). Podobné bylo naruseni vybaveni paméti
skopolaminem prokédzano i v prostorové kognitivni tloze aktivniho alotetického vyhybani
mistu (i po dosazeni asymptotick¢ urovné vykonu (Vales and Stuchlik, 2005)), tloze
rozpoznani objektu (Kim and Ryu, 2008), strachového podminiovani (Rashid and Ahmed,

2019) a kontextuélniho strachového podminovani (Leaderbrand et al., 2016).

Pti soucasné i. c. v. aplikaci vyssi (100nM) koncentrace testované latky S-K1035 se podatilo
docilit zmirnéni kognitivniho deficitu. Tento ptiznivy vysledek prokazuje u€innost latky in
vivo a je v souladu s dfive zminénymi obecné zndmymi Gcinky inhibitortt AChE v modelu
indukovaném skopolaminem. Dale jsme provéfili, zda samotna i. c. v. aplikace ucinné
(100nM) koncentrace S-K1035 neovliviiuje chovani v MWM u zdravych zvitat. Inhibitory
AChE mohou vyvolavat centralni nezddouci t¢inky, jako je tremor a hypolokomoce (Liston
et al.,, 2004; Nielsen et al., 1989), které by pfi koaplikaci se skopolaminem mohly byt
potlac¢eny Ucinky skopolaminu (Hunter et al., 1989; Nielsen et al., 1989), ale pfi samostatné
aplikaci by se mohly potencialné projevit a narusit chovani v MWM. Takové ucinky se
nedostavily a aplikace samotné latky S-K 1035 neméla vliv na vykon zviftat v MWM. Latka
tedy zmiriiuje kognitivni deficit v koncentraci, kterd nema zavazné centralni nezadouci
ucinky. Celkové jsme tedy prokazali terapeuticky ucinek latky S-K1035. Negativem latky
jsou suboptimalni farmakokinetické vlastnosti, coz je obecnym rizikem MTDL na bazi
dimert spojenych uhlikovym fetézcem, které se vyznacuji vysokou molekulovou hmotnosti

(Benek et al., 2020).
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Studovany dimer 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu (S-K1035) je inhibitorem AChE i BChE,
zatimco dimer 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu (10w) je selektivnim inhibitorem
AChE. Porovnani jejich ucinnosti neni mozné pro odliSny zpusob aplikace a design
experimentu. V klinické praxi se pouzivaji oba typy inhibitort (Parsons et al., 2013) a nebyl
shledan vyznamny rozdil v jejich G¢innosti (Wattmo et al., 2011; Wilkinson et al., 2002).
Oba typy také vykazuji efekt v animalnim modelu indukovaném skopolaminem (Bejar et al.,
1999; Laczo et al., 2017; H. Wang et al., 1999a). Neselektivni inhibitory cholinesteraz by
mohly pfedstavovat vhodnéjsi alternativu pro lécbu AD (Weinstock, 1999) z divodu
relativniho zvySeni zastoupeni BChE v pokrocilejsich stadiich AD (Perry et al., 1978). Na
druhou stranu bylo u neselektivnich inhibitord v porovnani se selektivnimi inhibitory AChE
v preklinickych studiich popsdno zvySené riziko indukce perifernich nezadoucich ucink za
soucasné absence vyznamného zvysSeni zddouciho centralniho cholinergniho ucinku nad
urovenl vyvolanou izolovanou inhibici AChE (Dronfield et al., 2000; Liston et al., 2004).
Uvedené vysledky ale pochazi z experimentt provedenych u intaktnich zvirat a i¢inky latek
v CNS tedy nemusi pln¢ reflektovat situaci u pacientll s AD, u nichZ je centralni exprese
cholinesteraz alterovana. V soucasné dobé¢ je vénovana pozornost vyvoji latek s obéma typy
ucinku, pfic¢emz neselektivni inhibitory AChE mohly byt vhodné&jsi pro 1é¢bu pokrocilejsich
stadii AD, zatimco v 1écbé méné pokrocilych stadii by se mohly uplatnit spiSe inhibitory

selektivni pro AChE (Nepovimova et al., 2021).
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5.3 Experiment 3: Behavioralni u€inky takrinovych derivata inhibujicich

acetylcholinesterazu a NMDA receptory

Jeden z potencialné relevantnich pfistupli v ramci multipotentnich slouc¢enin pro budouci
1écbu AD predstavuje vyvoj latek ptlisobicich jako inhibitory AChE a zaroven jako
antagonist¢ NMDA receptorti. Mnozi zastupci antagonistt NMDA receptorti vSak vedle
pfiznivych ucinkiti mohou vykazovat i nezadouci psychotomimetické ti¢inky, manifestované
u hlodavci jako hyperlokomoce a deficit PPI (Andiné et al., 1999; Bast et al., 2000). Cilem
Experimentu 3 byla proto charakterizace behaviordlnich U€¢ink novych monotakrinovych
derivati inhibujicich AChE a NMDA receptory: 7-fenoxytakrinu a série latek K1575,
K1576,K1578,K1592, K1594 a K1599, a porovnani s i€inky nekompetitivniho antagonisty
NMDA receptori MK-801. Hlavnim a ptfiznivym vystupem Experimentu 3 byl dikaz
nizkého rizika psychotomimetickych U¢inki vSech testovanych takrinovych derivata.
Behavioralni uc¢inky zaroven v nékterych ptipadech ¢aste¢né naznacily i pisobeni latek na

cholinergni systém in vivo.

5.3.1 Experiment 3A: Behavioralni uc¢inky 7-fenoxytakrinu

7-fenoxytakrin piisobi jako vyvéazeny inhibitor obou cholinesteraz (ICso (AChE) = 2,4 uM;
ICs0 (BChE) = 4,9 uM) a NMDA receptori (ICso (GluN1/ GluN2B) = 1,7 uM). Jeho
vyhodou je tedy vyrovnanéjsi pomér afinit k témto cilovym strukturdm v porovnéni

s vychozi molekulou takrinem.

Vliv 7-fenoxytakrinu na spontanni lokomo¢ni aktivitu byl studovan pomoci testu otevieného
pole a porovnan s u¢inky MK-801. V souladu s literaturou (Andiné et al., 1999; Feinstein
and Kritzer, 2013) aplikace MK-801 vyvolala hyperlokomoci, kterd je povazovana za
ekvivalent psychotickych ptiznakl (Andiné et al., 1999). Naopak 7-fenoxytakrin zvySeni
lokomo¢ni  aktivity nevyvolal, coZ naznaCuje nizké riziko neZadoucich

psychotomimetickych uc¢ink.

Riziko nezadoucich behavioralnich G¢inkii antagonisti NMDA receptorti je ovlivnéno mirou
interference s fyziologickou funkci NMDA receptori a tedy piesnym molekularnim
mechanismem pusobeni latky na receptor (Danysz et al., 1994; Depoortere et al., 1999;
Fraser et al., 1996; Vyklicky et al., 2014). Antagonist¢ NMDA receptorii se dle vazebné¢ho
mista déli na kompetitivni a nekompetitivni. Potencial kompetitivnich antagonisti
glutamatového vazebného mista jako neuroprotektivnich 1é¢iv je spiSe maly, jelikoz

kompetici s glutamatem mohou narusovat fyziologickou neurotransmisi a zpusobovat
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nezadouci ucinky, zatimco za patologickych podminek jsou z receptoru do znané miry
vytésnéni zvysenou hladinou glutamatu (Chen and Lipton, 2006; Grotta et al., 1995;
Vyklicky et al., 2014).

Nekompetitivni antagonist¢ NMDA receptori mohou mit neuroprotektivni ucinky
a predstavuji heterogenni skupinu latek co do piesného mechanismu interakce s receptorem
1 do miry rizika nezddoucich ucinkli (Andiné et al., 1999; Chen and Lipton, 2006; Danysz
and Parsons, 2003). Obecné lze ptiznivéjsi profil ocekavat u latek, jez preferencné inhibuji
patologicky tonicky aktivované NMDA receptory bez soucasného vyznamného omezeni
fazické aktivace receptort pii fyziologické neurotransmisi. Tyto podminky mohou spliiovat
mimo jiné nékteré blokatory otevieného iontového kandlu aktivovanych NMDA receptorti
(Vyklicky et al., 2014). Zatimco vysokoafinni blokatory oteviené¢ho iontového kanalu jako
MK-801 plsobi zdvazné psychotomimetické ucinky a aplikace téchto latek laboratornim
hlodavciim se dokonce pouziva jako model schizofrenii podobného chovéni (Andiné et al.,
1999; Bast et al., 2000; Feinstein and Kritzer, 2013), zastupce blokatort s nizsi afinitou
memantin ma profil vedlejsich ucinka piiznivéjsi, ackoli i on mize vyvolavat mirné zvyseni

lokomo¢ni aktivity (Danysz et al., 1994).

Jesté vyhodnéj§i mechanismus Uc€inku s vyssi selektivitou pro patologicky aktivované
receptory a tedy s niz§im rizikem nezadoucich ucinkt by mohla ptfedstavovat inhibice
otevieného iontového kanalu tzv. ,,foot-in-the-door* typu (Vyklicky et al., 2014). Prave tento
mechanismus ucinku sdili také takrin a 7-methoxytakrin (Kaniakova et al., 2018), po jejichz
aplikaci nebyla prokazana indukce neZadouci hyperlokomoce (Kaniakova et al., 2018;
Keseberg and Schmidt, 1993). Také 7-fenoxytakrin pravdépodobné pisobi jako blokator
oteviené¢ho iontového kanalu NMDA receptorti; zda jde pfimo o interakci typu ,,foot-in-the-
door, neni v soucasnosti ziejmé. Vedle toho vSak 7-fenoxytakrin interaguje
1 s ifenprodilovym vazebnym mistem NMDA receptoru, coZ zajiStuje preferencni inhibici
NMDA receptori nesoucich podjednotku GIuN2B (Kaniakova et al., 2021). Tento
mechanismus U¢inku je potenciadlné vyhodny vzhledem k zasadni roli NMDA receptorti
obsahujicich podjednotku GluN2B pii excitotoxické smrti neuront (Liu et al., 2007; Martel
et al, 2012), a zaroven nepfiliS vysokému (a¢ ne zcela nulovému) riziku
psychotomimetickych nezadoucich uc¢inkii antagonistli selektivnich pro tuto subpopulaci
NMDA receptora (Depoortere et al., 1999; Fraser et al., 1996; Kemp and McKernan, 2002;
Patat et al., 1994). Vzhledem k vysSe uvedenym skute¢nostem by tak piic¢inou ptiznivého

profilu nezaddoucich ucinki 7-fenoxytakrinu (absence hyperlokomoce) mohl byt jeho
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specificky mechanismus vazby na NMDA receptor. Jistou roli by mohla hrat i simultanni

inhibice AChE (Csernansky et al., 2005).

Prestoze v naSem uspoiadani experimentu nebyl prokazan signifikantni vliv 7-fenoxytakrinu
na lokomocni aktivitu zdravych zvitat, u skupin s aplikovanym 7-fenoxytakrinem jsme
evidovali tendenci ke snizeni lokomocni aktivity. Protoze podani inhibitord AChE vcetné
takrinu, donepezilu a fysostigminu mtize vyvolat snizeni lokomo¢ni aktivity (Carriero et al.,
1997; Csernansky et al., 2005; Keseberg and Schmidt, 1993), domnivame se, Ze by

pozorované projevy mohly byt disledkem inhibice cholinesteraz.

V dalsi ¢asti experimentu zaméfené na vliv 7-fenoxytakrinu na hyperlokomoci vyvolanou
aplikaci MK-801 jsme prokazali zmirnéni hyperlokomoce po aplikaci vyssi (10 mg/kg)
testované davky 7-fenoxytakrinu. Podobnych vysledki bylo dfive dosazeno s 7-
methoxytakrinem a za mozny mechanismus tohoto uUcinku byla povazovana in vivo
kompetice latky s MK-801 o vazbu v iontovém kanalu aktivovanych NMDA receptort
(Kaniakova et al., 2018). V piipad¢ 7-fenoxytakrinu by pfi¢ina mohla byt obdobna, cemuz
by mohly nasvédcovat i vysledky elektrofyziologickych analyz naznacujici kompetici 7-
fenoxytakrinu s MK-801 (Kaniakova et al., 2021). Vedle toho by ke snizeni hyperlokomoce
mohly pfispivat 1 nepfimé cholinomimetické u¢inky 7-fenoxytakrinu, jelikoz po aplikaci
nékterych inhibitort AChE jako takrinu a fysostigminu bylo popsédno davkové zavislé
zmirnéni hyperlokomoce indukované MK-801 (Csernansky et al., 2005; Keseberg and
Schmidt, 1993).

Vzhledem ke znamym anxiolytickym ucinkiim nekterych zéastupcti antagonisti NMDA
receptortt (Wieronska et al., 2003; Wiley et al., 1995) byla charakterizace behavioralnich
ucinkit 7-fenoxytakrinu doplnéna provéfenim vlivu na anxietu ve vyvySeném kiiZovém
bludisti. Zatimco po aplikaci MK-801 jsme v souladu s literaturou (Fraser et al., 1996;
Wieronska et al., 2003) pozorovali anxiolytické ucinky, v pfipadé 7-fenoxytakrinu
anxiolytické piisobeni prokazano nebylo. Pfi koaplikaci MK-801 s 7-fenoxytakrinem byl
anxiolyticky efekt MK-801 zachovan. 7-fenoxytakrin tedy vyvolal odlisné ucinky nez jiny
antagonista NMDA receptort nesoucich GluN2B podjednotku ifenprodil, po jehoz aplikaci
byly naopak popsdny anxiolytické ucinky, které byly v pfipadé koaplikace s MK-801
potlaceny (Fraser et al., 1996). PiiCiny této diskrepance jsou nejasné, nelze ale vyloucit
mozné ovlivnéni vysledného behavioralniho efektu 7-fenoxytakrinu jeho sou¢asnymi ti¢inky

na cholinergni systém. Puasobeni cholinergniho systému na anxietu je komplexni

96



a v zavislosti na mife stresu a dalSich okolnostech mohou inhibitory AChE vyvolavat jak

anxiolytické, tak i anxiogenni u¢inky (Mineur et al., 2013; Papp et al., 2016).

Zavérem muzeme zdUraznit nejvyznamnéjSi vystup experimentu, a sice nizké riziko
nezadoucich psychotomimetickych u¢inkt 7-fenoxytakrinu. V navaznosti na tento ptiznivy
vysledek bylo ptistoupeno k posouzeni u¢innosti latky v modelu excitotoxického poskozeni
hipokampu indukovaném lokalni aplikaci NMDA, kde podobn¢ jako diive v ptipadé 7-
methoxytakrinu (Kaniakova et al., 2018) kolegové prokazali neuroprotektivni ucinky 7-

fenoxytakrinu prevysujici t¢inky memantinu i takrinu (Kaniakova et al., 2021).

5.3.2 Experiment 3B: Behavioralni ucinky série monotakrinovych derivatu

Latky K1575, K1576, K1578, K1592, K1594 a K1599 piedstavuji nové takrinové derivaty
pusobici jako inhibitory cholinesteraz a NMDA receptord s riznymi kombinacemi afinit pro
AChE/BChE a GluN2A/GIuN2B podjednotku NMDA receptort. V rdmci stanoveni rizika
psychotomimetickych t¢inka téchto latek byl hodnocen vliv na lokomoc¢ni aktivitu a dale
1 na senzorimotorické zpracovani v testu PPIL. PPI je fyziologické snizeni amplitudy tlekové
reakce méné intenzivnim stimulem (prepulzem) prezentovanym bezprostiedné pred
vlastnim stimulem vyvolavajicim tlekovou reakci (Hoffman and Searle, 1965; Kohl et al.,
2013). U pacientd se schizofrenii je PPI redukovana (tj. tlekové reakce dosahuji vysSich
amplitud, neZ u zdravych subjektll), coZ je povazovano za jeden z projevl aberantniho
zpracovani a filtrace senzorickych vstupti (Braff et al., 1978). Snizeni PPI je zarovei i jednim
zmoznych projevii nezddoucich psychotomimetickych ucinkli antagonistt NMDA

receptorti (Depoortere et al., 1999; Hohnadel et al., 2007).

Aplikace nekompetitivniho antagonisty NMDA receptordt MK-801 v souladu s literaturou
(Andiné et al., 1999; Depoortere et al., 1999; Feinstein and Kritzer, 2013; Hohnadel et al.,
2007) vyvolala hyperlokomoci a naruSila PPL. Oproti tomu Zadny ze studovanych
takrinovych derivati hyperlokomoci ani deficit PPI nezpiisobil. Absence neZadoucich
ucinkil pfitom nebyla zpisobena nedostatecnym prinikem latek na misto G¢inku v CNS,
jelikoz penetrace latek hematoencefalickou bariérou byla ovéfena piedchozi
farmakokinetickou studii (Gorecki et al., 2021). Pfiznivy vysledek behavioralnich testl tedy
ukazuje nizké riziko indukce nezadoucich psychotomimetickych uc¢inki antagonistt NMDA
receptori po podani testovanych latek. Rovnéz v pfipadé¢ 7-methoxytakrinu nebyly
prokdzany projevy nezadoucich ucinkd, coz je ve shodé¢ s predchozimi vysledky (Kaniakova

etal., 2018).
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Na druhou stranu latka K1592 v obou dévkéch (1 a 5 mg/kg) a latky K1575, K1576, K1578,
a K1594 ve vyssi testované davee (5 mg/kg) lokomoc¢ni aktivitu naopak snizily. Tyto projevy
v testu otevieného pole jsou spolu s vysledky z PPI konzistentni se zndmymi ucinky
inhibitort AChE. Inhibitory AChE zpravidla nenarusuji PPI (Hohnadel et al., 2007), ale, jak
bylo vysvétleno vyse, selektivni (Csernansky et al., 2005) i neselektivni inhibitory AChE
(Carriero et al., 1997; Keseberg and Schmidt, 1993) mohou snizovat lokomoc¢ni aktivitu.
Mozné roli inhibice AChE déle nasvédcuje skutecnost, ze 7-methoxytakrin a K1599
(5§ mg/kg), které predstavuji nejméné potentni inhibitory AChE ze vSech testovanych latek
(Gorecki et al., 2021), na rozdil od ostatnich latek ve vyssi testované davce lokomoc¢ni
aktivitu nepotlacily, a naopak po podani latky K1592, potentniho inhibitoru obou
cholinesteraz (Gorecki et al., 2021), bylo sniZeni lokomoce nejvyraznéjsi. Stupeni sniZeni
lokomo¢ni aktivity u jednotlivych skupin zvifat vSak nekoresponduje zcela hodnotam ICso
(AChE) aplikovanych latek (napt. latka K1594, nejsilngjsi inhibitor AChE z testovanych
latek, nevyvolala nejvyrazné€jsi pokles lokomoce). /n vivo mechanismus ucinku je tedy

pravdépodobné komplexnéjsi a mize byt vysledkem piisobeni vice faktord.

Co do ucinkil na cholinesterazy se testované latky se liSi nejen potenci jejich inhibice,
ovlivnénou substituentem aromatické ¢asti takrinu a jeho pozici, ale také stupném preference
pro AChE (index selektivity, ICso (BChE)/ ICso (AChE)), ovlivnénym také velikosti
cykloalkylového zbytku a nabyvajicim rtiznych hodnot od selektivni inhibice AChE az po
srovnatelnou miru inhibice obou cholinesterdz (Gorecki et al., 2021). Protoze BChE
pravdépodobné muze do jisté miry prevzit roli AChE v situacich, kdy je funkce AChE
omezena (Hartmann et al., 2007), domnivame se, Ze v podminkdach potentni inhibice AChE
by mohl byt vysledny vliv na lokomoc¢ni aktivitu vyznamné ovlivnén i mirou inhibi¢niho
pusobeni dané latky na BChE. V této souvislosti se jevi interesantnim srovnani biologickych
ucinki latek K1592 a K1594, které jsou obé potentnimi inhibitory AChE piekonavajicimi
ucinnost takrinu; latka K1592 je vSak silnym inhibitorem obou cholinesteraz (index
selektivity = 1,39), zatimco K1594 je vysoce selektivni pro AChE (index selektivity = 40,2)
(Gorecki et al., 2021). Pravé silné inhibicni plisobeni latky K1592 na obé cholinesterazy by
mozna mohlo vysvétlovat, pro¢ tato latka meéla vyrazngjsi supresivni vliv na lokomocni
aktivitu nez latka K1594, prestoze K1594 ptedstavuje nejpotentnéjsi inhibitor AChE ze
vSech testovanych latek. Tyto nalezy by navic mohly byt v souladu s vysledky studie
srovnavajici miru hypolokomoc¢nich uc€inkt jinych inhibitortt AChE, a to takrinu a bis-7-
takrinu. Takrin navzdory vyrazné slabsi potenci inhibice AChE potlacuje lokomocni aktivitu

vyraznéji nez bis-7-takrin (Pan et al., 2009). Takrin pfitom inhibuje obé cholinesterazy
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podobnou mérou, zatimco bis-7-takrin je selektivni pro AChE (index selektivity 0,41 pro
takrin, resp. 99,38 pro bis-7-takrin (H. Wang et al., 1999b)), coz by dle naseho nazoru mohlo

vysvétlovat intenzivnéjsi vliv takrinu na lokomoci.

Ke snizeni lokomo¢ni aktivity po podani inhibitori AChE mohou pravdépodobné ptispivat
centralni 1 periferni mechanismy. Inhibitory cholinesteraz mohou zvysit cholinergni aktivitu
ve striatu, coz muze vést k bradykinezi (Carriero et al., 1997; Ott and Lannon, 1992). Kromé
toho miize v disledku inhibice AChE dochazet ke zvySeni aktivity parasympatiku (Umegaki
and Khookhor, 2013). MozZnou roli periferni cholinergni stimulace pfi hypolokomoc¢nich
ucincich inhibitort cholinesteraz naznacuje také sniZzeni lokomo¢ni aktivity u mysi popsané
po periferni aplikaci pyridostigminu, inhibitoru cholinesterdz s vyrazn€ omezenou
schopnosti penetrace hematoencefalickou bariérou (Lenina et al., 2020). Zarovei je znamo,
ze BChE je abundantni zvIa$té na periferii a neselektivni inhibice AChE a BChE zvysuje
intenzitu projevu periferni, ale nikoli centrdlni cholinergni stimulace v porovnani se
selektivni inhibici AChE (Liston et al., 2004). K vyraznému snizeni lokomoc¢ni aktivity
potentnimi neselektivnimi inhibitory AChE by tak mozZnd mohly pfispivat 1 periferni
mechanismy. Vzhledem k multipotentnimu charakteru latek a skutecnosti, ze latky se 1isi
nejen afinitou a selektivitou pro cholinesterazy, ale zaroven i pro podjednotky NMDA
receptorti, je vSak identifikace mechanismi zodpovédnych za behavioralni Uc€inky
komplikovana. Nelze tedy zcela vyloucit soucasnou ucast dalsich faktorti, véetné ptisobeni

na NMDA receptory, v ramci pozorovaného behavioralniho efektu.

Jednoznaéné ptiznivym nalezem je tedy absence psychotomimetickych ucinki testovanych
takrinovych derivati. Jedinym zjiSténym behaviordlnim vedlejSim ucinkem je sniZeni
lokomo¢ni aktivity, které bylo u vétSiny latek ptfitomno jen po podani vyssi z testovanych
davek a predstavuje o¢ekavany efekt asociovany s mechanismem ucinku. Snizeni lokomoc¢ni
aktivity u laboratornich zvifat bylo popsdno 1 po podani né€kterych klinicky vyuZivanych
inhibitord AChE, tento U¢inek tedy na rozdil od psychotomimetickych G¢inkti antagonistt
NMDA receptori nemusi nutné piedstavovat piekdzku pro potencidlni vyuziti latek.
V navaznosti na tyto vysledky bylo recentné ptistoupeno k testovani ii€innosti téchto novych

takrinovych derivati v modelech dysfunkce cholinergniho a glutamatergniho systému.
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6 ZAVER

AD predstavuje zdvazné komplexni onemocnéni s rostouci prevalenci, omezenymi
moznostmi terapie a enormnimi dopady na kvalitu Zivota pacientl i na zdravotni systém.
V ramci vyvoje novych moznych 1ékli je vénovana stale vétSi pozornost multipotentnim
sloucenindm, potencialné umoznujicim zvySeni GCinnosti simultdnnim zasazenim vice
relevantnich drah. Prace se proto zabyvala posouzenim farmakologického potencialu
multipotentnich  slou¢enin a kombinované aplikace na bazi modulatori neuro-

transmiterovych systému ve farmakologicky indukovanych modelech kognitivniho deficitu

a déle 1 moznymi behavioralnimi nezddoucimi u€inky nékterych téchto latek u potkana.

Klicovym pocate¢nim krokem ve vyvoji multipotentnich sloucenin je volba vhodné
kombinace mechanismii ti¢inku, kterd povede k intenzifikaci celkového efektu. Racionalitu
volby kombinace u€inkli je mozno posoudit na zdkladé porovnani ucinnosti kombinované
terapie a monoterapie danymi typy latek. Cilem prvni €asti prace bylo proto porovnani efektii
experimentadlni monoterapie a kombinované terapie antagonistou NMDA receptor
apozitivnim modulatorem GABAa receptori v modelu kognitivniho deficitu
a hipokampalni neurodegenerace vyvolaném TMT. Domnivali jsme se, Ze pii koaplikaci
tyto latky komplementarnimi mechanismy umozni dosazeni rovnovéahy excitace a inhibice
a tim 1 zvySeni terapeutického uc€inku. Superiorita protektivni U¢innosti kombinované
aplikace byla prokdzana na histologické urovni, avSak v kognitivnim testu nedosdhla
statistické signifikance. Protoze z hlediska potencialniho klinického vyuziti povazujeme
zmirnéni kognitivnich symptomil za nadfazené histologickym néleziim, nemuZeme
konstatovat potvrzeni pivodni hypotézy o superiorit¢ kombinované aplikace. Interpretace
tohoto ne zcela jednoznacného vysledku a identifikace moznych mechanismti G¢inku
a interakci testovanych latek v TMT modelu je komplikovana komplexnim a ne zcela
prozkoumanym mechanismem piisobeni TMT. Pozitivni vysledek histologické ¢asti studie
nicméné naznacuje, ze koaplikace danych typt latek neni zcela iracionalni strategii. Ackoli
je aplikace TMT interesantnim méné znamym modelem vyuZitelnym pii vyzkumu AD,
nemuze modelovat onemocnéni v celé jeho komplexité. Porovnani G¢inki samostatné
a kombinované aplikace studovanych latek i v jinych modelech AD odrédZejicich dalsi jeji
aspekty by mohlo poskytnout bliz§i pfedstavu o potencidlni relevanci této kombinace

mechanismi u¢inku pro 1écbu AD.
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Zbyvajici Cast prace se zabyvala behavioralnimi G¢inky novych multipotentnich takrinovych
derivatl navrzenych a syntetizovanych jako potencialni 1éky pro AD. Zde jsme prokazali
pozitivni efekt dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu a dale dimeru 6-chlorotakrinu
a L-tryptofanu, ptsobicich kromé jiného jako inhibitory AChE, v modelu kognitivniho
deficitu vyvolaném aplikaci skopolaminu. Tyto vysledky potvrzuji potencial danych latek
pro 1é¢bu AD. Uéinnost dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu pfitom ve zvolenych

davkach piekonala ucinnost takrinu.

U jinych takrinovych derivath plsobicich jako antagonist¢é NMDA receptorti a inhibitory
AChE jsme se zamé¢fili na charakterizaci behaviordlnich neZadoucich ucinkd. Zde jsme
prokézali nizké riziko zavaznych psychotomimetickych nezadoucich tcinku, typickych pro
mnohé jiné antagonisty NMDA receptori. Tyto pfiznivé vysledky umoznily zahéjeni

preklinickych testti u¢innosti téchto latek.

Celkové¢ jsou pozitivni vysledky experimentli provedenych v rdmci této prace podnétem
k dal$im preklinickym testlim ucinnosti testovanych typi latek v animéalnich modelech AD
a k vyvoji sloucenin s obdobnym mechanismem ptlisobeni a vylepSenymi vlastnostmi a snad

1 s perspektivou budouciho postupu do faze klinickych testt.
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7 SHRNUTI

7.1 Experiment 1: Uéinek MK-801, midazolamu a jejich koaplikace v modelu

neurodegenerace a kognitivniho deficitu indukovaném trimethylcinem

V této studii jsme porovnali G€inek experimentalni monoterapie a kombinované terapie
antagonistou NMDA receptori MK-801 a pozitivnim modulatorem GABAA receptort
midazolamem v modelu kognitivniho deficitu a hipokampalni neurodegenerace
indukovaném TMT u potkana. Prokazali jsme pozitivni efekt MK-801, midazolamu i jejich
koaplikace v modelu kognitivniho deficitu v uloze MWM, statisticky signifikantni
superioritu  kombinované aplikace nad monoterapii se vSak nepodafilo prokazat.
Histologicka analyza provedend s ¢asovym odstupem po ukonceni protektivni 1écby ukdzala
parcialni protektivni efekt kombinované aplikace proti TMT-indukované neurodegeneraci
v oblasti CA2/3 dorzélniho hipokampu, zatimco monoterapie byly v daném ¢asovém bodé
neefektivni. Behavioralni a histologické analyzy tedy vedly k odliSnym vystuptim, kdy

pouze histologické vysledky ukazaly signifikantni superioritu kombinované aplikace.

7.2 Experiment 2: Uéinek multipotentnich takrinovych derivatt inhibujicich
acetylcholinesterazu v modelu kognitivniho deficitu indukovaném

skopolaminem

Vysledky nasledujicich studii prokazuji Gcinnost takrinovych derivatd, vyvinutych jako
MTDL s potencidlem pro lécbu AD, v modelu kognitivniho deficitu na bazi cholinergni

dysfunkce u potkana.

7.2.1 Experiment 2A: Uéinek dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu
v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

V tomto experimentu jsme prokazali mirny pozitivni efekt latky 10w, dimeru 6-
chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu s MTDL t€inky zahrnujicimi inhibici AChE, v MWM
v modelu kognitivniho deficitu vyvolaném aplikaci skopolaminu. Naopak u takrinu v dédvce
volené na zéklad¢ absence zavaznych vedlejSich ucinki terapeuticky efekt prokazan nebyl.
Nase vysledky tak naznacuji mozny piiznivéjsi profil G€innosti a nezadoucich G€inkl nove
syntetizované¢ho takrinového derivatu ve srovnani s ptivodni molekulou takrinem, diive

klinicky pouzivanym k 1é¢bé AD.
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7.2.2 Experiment 2B: Uéinek dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu

v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem
Vysledky této prace ukazuji davkove zavisly pozitivni efekt latky S-K1035, dimeru 6-
chlorotakrinu a L-tryptofanu, v MWM v modelu kognitivniho deficitu vyvolaném
skopolaminem. Pfedmétna latka piedstavuje MTDL ptsobici mimo jiné jako inhibitor
cholinesteraz. Pii samostatné aplikaci latka S-K1035 neovliviiuje chovani zdravych zvirat

v MWM.

7.3 Experiment 3: Behavioralni u€inky takrinovych derivata inhibujicich

acetylcholinesterazu a NMDA receptory

Vysledky nasledujicich studii ukazuji nizké riziko nezadoucich psychotomimetickych
ucinkl multipotentnich takrinovych derivati piisobicich jako antagonisté NMDA receptoril
a inhibitory AChE u potkana. Absence zavaznych nezadoucich G¢€inkl charakteristickych
pro antagonisty NMDA receptort je nutnym piedpokladem pro potencidlni budouci vyuziti
latek pro 1écbu AD a opraviluje zahajeni naslednych testl ucinnosti v modelech

patologickych procest pritomnych pii AD.

7.3.1 Experiment 3A: Behavioralni uc¢inky 7-fenoxytakrinu

V této studii jsme na zéklad¢é absence projevi hyperlokomoce u potkana prokazali nizké
riziko psychotomimetickych nezadoucich uG¢inkil testované latky 7-fenoxytakrinu. Dale
jsme ukazali, ze 7-fenoxytakrin sniZzuje hyperlokomoci vyvolanou aplikaci
nekompetitivniho antagonisty NMDA receptort MK-801. Nebyl zaznamenan zadny vliv 7-

fenoxytakrinu na projevy anxiety ve vyvyseném kiizovém bludisti.

7.3.2 Experiment 3B: Behavioralni ucinky série monotakrinovych derivatu

Vysledky této prace ukazuji absenci hyperlokomoce a absenci deficitu PPI a tedy nizké
riziko psychotomimetickych nezddoucich ucinkl takrinovych derivati oznacenych K1575,
K1576, K1578, K1592, K1594 a K1599. Po aplikaci vyssi davky jsme u vétSiny latek
evidovali snizeni lokomoc¢ni aktivity, coz je pravdépodobné projevem inhibice

cholinesteraz.
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8 SUMMARY

8.1 Experiment 1: Effects of MK-801, Midazolam and Co-application Thereof
in the Trimethyltin-Induced Model of Neurodegeneration and Cognitive
Deficit

In this study, we compared the effect of experimental monotherapy and combination therapy
with the NMDA receptor antagonist MK-801 and the positive GABAa receptor modulator
midazolam in the trimethyltin-induced rat model of cognitive deficit and hippocampal
neurodegeneration. We have demonstrated a therapeutic effect of MK-801, midazolam, as
well as co-application thereof, in the model of cognitive deficit in the Morris water maze.
However, we failed to prove statistically significant superiority of the combination therapy
over monotherapy. Histological analysis performed with a time lag after the cessation of
protective treatment indicated a partial protective effect of the combination therapy against
trimethyltin-induced neurodegeneration in the CA2/3 subfield in the dorsal hippocampus,
while monotherapies were ineffective at that time point. Therefore, behavioral and
histological analyses provided different results, with only the latter suggesting superiority of

the combination therapy.

8.2 Experiment 2: Effects of Multipotent Tacrine Derivatives Inhibiting
Acetylcholinesterase in the Scopolamine-Induced Model of Cognitive
Deficit

In the following experiments we proved therapeutic effects of novel tacrine derivatives,
multi-target-directed ligands developed as potential drugs for Alzheimer’s disease, in a rat

model of cognitive deficit based on cholinergic dysfunction.

8.2.1 Experiment 2A: Effect of 6-Chlorotacrine—6-Nitrobenzothiazole Hybrid
in the Scopolamine-Induced Model of Cognitive Deficit

In this experiment, we demonstrated a moderate therapeutic effect of the 6-chlorotacrine —
6-nitrobenzothiazole hybrid (named 10w) in the scopolamine-induced model of cognitive
deficit in the Morris water maze. The compound 10w is a multi-target-directed ligand acting
among others as an acetylcholinesterase inhibitor. The effect of the compound 10w was
compared to the effect of the parent compound tacrine; doses devoid of obvious side effects
were used. As opposed to 10w, we failed to demonstrate therapeutic effect of tacrine.

Therefore, our results seem to indicate a likely more favorable effectiveness/safety profile
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of the novel compound 10w compared to the parent compound tacrine, formerly used

clinically for the treatment of Alzheimer’s disease.

8.2.2 Experiment 2B: Effect of 6-Chlorotacrine — L-Tryptophan Hybrid in the
Scopolamine-Induced Model of Cognitive Deficit

The results of this study demonstrate a dose-dependent therapeutic effect of the 6-

chlorotacrine — L-tryptophan hybrid (named S-K1035) in the scopolamine-induced model of

cognitive deficit in the Morris water maze. The compound S-K 1035 is a multi-target-directed

ligand acting among others as an inhibitor of acetylcholinesterase. In healthy animals

without scopolamine co-application, S-K1035 did not interfere with normal performance in

the Morris water maze.

8.3 Experiment 3: Behavioral Effects of Tacrine Derivatives Acting as

Acetylcholinesterase Inhibitors and NMDA Receptor Antagonists

In the following experiments we demonstrated a low risk of undesirable psychotomimetic
side effects of multipotent tacrine derivatives acting as NMDA receptor antagonists and
acetylcholinesterase inhibitors. The absence of serious adverse effects, that are characteristic
for many other NMDA receptor antagonists, is a prerequisite for the potential future use of
the compounds in question for Alzheimer’s disease treatment. Therefore, the absence of
serious adverse effects in the rat justifies initiation of preclinical efficacy studies in the

models of pathological processes associated with Alzheimer’s disease.

8.3.1 Experiment 3A: Behavioral Effects of 7-Phenoxytacrine

In this study, we demonstrated the absence of hyperlocomotion after administration of 7-
phenoxytacrine in the rat. This finding indicates a low risk of psychotomimetic side effects.
We further showed that 7-phenoxytacrine mitigates the hyperlocomotion induced by the
non-competitive NMDA receptor antagonist MK-801. In the anxiety test in the elevated plus

maze, no effect of 7-phenoxytacrine was found.

8.3.2 Experiment 3B: Behavioral Effects of a Novel Series of Monotacrine
Derivatives

The results of this study show the absence of hyperlocomotion and the absence of disruption

of prepulse inhibition of acoustic startle response after administration of tacrine derivatives

named K1575, K1576, K1578, K1592, K1594 and K1599. Therefore, the risk of

psychotomimetic side effects of the compounds in question is low. Conversely, when
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administered at the higher selected dose, the majority of the tested compounds decreased the

locomotor activity, probably via inhibition of cholinesterases.
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